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Zusätzlich zur Hemmung der Krebszellproliferation und des Tumorwachstums wurde gezeigt, 
dass Cisplatin in niedrigen Dosierungen die Tumorangiogenese hemmt. Der zugrunde liegende 
Mechanismus ist noch nicht entschlüsselt. Die Experimente der vorliegenden Dissertation 
befassen sich daher mit der antiangiogenen Wirkung von Cisplatin durch eine potenzielle 
Kommunikation zwischen Tumor- und Endothelzellen. Zu diesem Zweck wurden humane 
umbilikale Venenendothelzellen (HUVEC) konditionierten Medien (KM) von 
Lungenkarzinomzellen (A549- und H358-Zellen) ausgesetzt und anschließend in Migrations- 
und Tubulogenese-Assays untersucht.  
Konditionierte Medien von Lungenkarzinomzellen, die nichttoxischen Cisplatin-
Konzentrationen ausgesetzt waren, führten zu einer Inhibition der Migration und 
Tubulogenese von HUVECs im Vergleich zu Vehikel-behandelten Zellen. Die Viabilität von 
HUVECs blieb unter diesen Bedingungen praktisch unverändert. Durch den Gen-Knockdown 
des tissue inhibitor of metalloproteinases-1 (TIMP-1) mittels Transfektionen von siRNA (small-
interfering-RNA) konnte nachgewiesen werden, dass die Cisplatin-induzierte Expression 
dieses Faktors in A549- und H358-Zellen kausal mit der beobachteten Inhibition der Migration 
und Tubulogenese von HUVECs zusammenhängt.  Bei HUVECs, die Cisplatin direkt ausgesetzt 
waren, zeigte sich dagegen keine Inhibition der Migration sowie der Tubulogenese. Eine 
antiangiogene Wirkung auf HUVECs wurde ebenfalls nicht für konditionierte Medien 
beobachtet, welche von der Cisplatin-behandelten humanen Bronchialepithelzelllinie BEAS-
2B gewonnen wurden. 
Zusammenfassend legen die vorliegenden Daten nahe, dass eine TIMP-1-Freisetzung 
aus Lungenkarzinomzellen durch Cisplatin eine zentrale Rolle in der Tumor-Endothelzell-
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Wenn sich körpereigene Zellen unkontrolliert teilen und ausbreiten, spricht man von einem 
Tumor (lateinisch für Geschwulst). Ein Synonym aus dem Griechischen ist die Neoplasie. 
Weiterhin kann man Tumore in gutartige (benigne) und bösartige (maligne) Formen einteilen. 
Für die Einteilung ist dabei wichtig, ob der Tumor Gewebegrenzen überschreitet, und somit 
umliegendes Gewebe zerstört und ob es zu einer Metastasen-Bildung kommt, d.h. Bildung 
von Tochtergeschwülsten durch Verschleppung von Tumorzellen über die Blut- oder 
Lymphbahn. Wenn ein Tumor gewebeübergreifend wächst oder Metastasen bildet, wird er 
dementsprechend als maligner Tumor bezeichnet. Maligne Tumore werden zusätzlich nach 
deren Ursprungsgewebe unterteilt (Deutsches Krebsforschungszentrum, 2018, 1. Oktober): 
Karzinome entwickeln sich aus Gewebe, welches innere und äußere Oberflächen 
bedeckt, d.h. alle Schleimhäute im Körper oder die den Menschen bedeckende Haut. Beispiele 
sind das Bronchialkarzinom oder das Mammakarzinom. 
Sarkome entstehen aus Binde- und Stützgewebe, d.h. Fettgewebe, Muskelgewebe, 
Sehnen oder Knochen. Ein Beispiel ist das Osteosarkom, ein bösartiger Knochentumor.  
Blastome werden Tumore genannt, die bereits während der Entwicklung von Gewebe 
oder Organen entstehen und sind deshalb vor allem eine Krebsform des Kindesalters.  
 
1.1.2 Epidemiologie von Tumorerkrankungen 
 
Nach der weltweiten Krebsstatistik Globocan 2018, veröffentlicht von der International 
Agency for Research on Cancer (IARC) −  einer Einrichtung der Weltgesundheitsorganisation − 
soll die Anzahl der neuaufgetretenen Krebsdiagnosen im Jahr 2018 weltweit auf ca. 18 
Millionen angestiegen sein, 9,6 Millionen Menschen sollen an ihrer Krebserkrankung 
verstorben sein (Bray et al., 2018). Im Vergleich zu einer weltweiten Krebsstatistik für das Jahr 
2012 von Torre et al. (2015) ist die Zahl der neuaufgetretenen Krebserkrankungen um 4 
Millionen und die Zahl der Krebstodesfälle um 1,4 Millionen angestiegen. Zudem soll weltweit 
jede sechste Frau und jeder fünfte Mann Zeit ihres Lebens eine Krebsdiagnose erhalten. Die 




Brustkrebs (Bray et al., 2018). Gründe für den Anstieg der Krebsdiagnosen sind verbesserte 
Diagnosemöglichkeiten, ein stetiges Bevölkerungswachstum und die steigende menschliche 
Lebenserwartung. Die häufigsten Krebsdiagnosen bei Männern und Frauen in Europa im Jahr 
2018 sind:  
 
 
Zudem zeigt der Statistikreport der IARC auf, dass in Europa 23,4% der weltweiten 
Krebsdiagnosen gestellt werden obwohl in Europa nur 9% der Weltbevölkerung lebt. Diese 
Diskrepanz kann zum einen daran liegen, dass Menschen in Europa einen besseren Zugang zu 
medizinischer Versorgung haben, zum anderen daran, dass in reicheren Ländern 
Abb. 1. Häufigkeiten der Krebsdiagnosen für Männer und Frauen in Europa im Jahr 2018. 





Risikofaktoren, wie Tabakkonsum oder Adipositas, häufiger sind (Theurich et al., 2015). Das 
Deutsche Krebsforschungszentrum (DKFZ) gibt in einer Pressemitteilung aus dem Jahr 2018 
diesbezüglich an, dass in Deutschland 37% der Krebsfälle durch vermeidbare Risikofaktoren 
verursacht werden (Deutsches Krebsforschungszentrum, 2018, 3. September).  
 
1.1.3 Nicht-kleinzelliges Lungenkarzinom (non small cell lung carcinoma, NSCLC) 
 
Für den Großteil der Experimente der vorliegenden Arbeit wurden Tumorzellen des nicht-
kleinzelligen Lungenkarzinoms (NSCLC) verwendet, welches rund 75-85% der 
Lungenkarzinomfälle ausmacht (Herbst et al., 2008). Das kleinzellige Lungenkarzinom ist 
seltener, hat jedoch aufgrund seines rasanten Wachstums (Tumorverdopplungszeit von 10-
50 Tagen) die schlechteste Prognose. Da Symptome des Lungenkarzinoms, wie chronischer 
Husten, häufige Erkältungskrankheiten oder Bluthusten, meistens erst im späten Stadium 
auftreten, sind ca. 65% der Lungenkarzinomfälle zum Diagnosezeitpunkt inoperabel. Die 
mittlere 5-Jahres-Überlebensrate liegt deshalb nur bei 10-20%. Das NSCLC wird weiter 
unterteilt in:  
 
 
1. Plattenepithelkarzinom (30-40%) 
2. Adenokarzinom (25-30%) 
3. großzelliges Karzinom (<10%) 
 
 
Die Ätiologie des Lungenkarzinomes ist vielfältig. Hervorzuheben ist allerdings der Konsum 
von Tabakwaren. Dieser erhöht die Wahrscheinlichkeit, an Lungenkrebs zu erkranken 
deutlich. Laut Simonato et al. (2001) können rund 85% der Lungenkarzinomtodesfälle in der 
Europäischen Union auf das Rauchen von Tabakwaren zurückgeführt werden. Das Nicht-
Rauchen stellt somit die wichtigste Maßnahme in der Prävention von Lungenkrebs dar (Zappa 
& Mousa, 2016). Weitere exogene Risikofaktoren sind berufliche Karzinogene, wie z.B. Arsen 
oder Uran, sowie umweltbedingte Faktoren, wie z.B. Passivrauchen, Asbest, 
Feinstaubbelastung, Industrie- und Verkehrsgase (Hammerschmidt & Wirtz, 2009). Endogene 
Risikofaktoren stellen genetische Dispositionen, wie z.B. die EGFR-Mutation bei 
Adenokarzinomen der Lunge (Herbst et al., 2008) oder chronisch entzündliche Prozesse, wie 












Die Therapie von Tumorerkrankungen ist vielfältig und komplex und hat in den letzten Jahren 
enorme Fortschritte gemacht. Vor allem der Begriff „personalisierte Krebsmedizin“ steht als 
Synonym für moderne Tumormedizin (Deutsche Krebsgesellschaft, 2014, 10. September). Bei 
der gezielten Krebstherapie (engl. targeted therapies) werden zielgerichtete Substanzen, 
wobei bei jedem Patienten die Zielstrukturen individuell diagnostiziert werden, verwendet. 
Sie zielen darauf ab, in molekulare Signalwege oder das Immunsystem einzugreifen. Dieser 
Therapieansatz wurde durch ein besseres Verständnis der Pathologie von malignen Tumoren 
möglich (Gutzmer & Strumberg, 2013). Im Grundsatz baut die Therapie von 
Tumorerkrankungen auf drei zentralen Säulen auf: 
 
1. operative Therapie 
2. Strahlentherapie (Radiotherapie) 
3. medikamentöse Therapie (Chemotherapie) 
 
Die operative Therapie stellt bei Krebserkrankungen wie Brust- oder Hautkrebs oft die 
primäre Therapiemöglichkeit dar.  Die Chancen auf eine Heilung stehen dabei gut, wenn die 
Diagnose in einem frühen Stadium gestellt wird und der Tumor vollständig entfernt werden 
kann. In der Onkologie versteht man dabei unter Heilung, wenn in den ersten 5 Jahren nach 
einer Behandlung kein Rückfall (Rezidiv) auftritt (Siewert & Fink, 2006). Die operative 
Entfernung des Tumors oder eine Probenentnahme (Biopsie) dient dabei auch zur 
Risikoeinschätzung für ein Rezidiv der Krebserkrankung. Durch mikroskopische 
Untersuchungen des Tumorgewebes und angrenzender Lymphknoten sowie die Suche nach 
Metastasen kann der Differenzierungsgrad des Gewebes (Grading) festgestellt werden und 
eine Einteilung im TNM-System (Staging) stattfinden. Der Differenzierungsgrad wird dabei 
nach der Union Internationale Contre le Cancer (UICC)-Stadieneinteilung vorgenommen (G1 
gut differenziert bis G4 undifferenziert). Die TNM-Klassifikation dient der Einteilung in 
Schweregrade und gibt Aufschluss über die Tumorgröße und Infiltrationstiefe (T), den Befall 
der Lymphknoten (N für Nodus lymphaticus) und das Vorhandensein von Fernmetastasen (M). 
Für die Prognose der Krebserkrankung eines Patienten sind der Differenzierungsgrad und die 
Ausbreitung eines Tumors entscheidend, sowie für den behandelnden Arzt eine wichtige 
Entscheidungshilfe bezüglich der bestmöglichen Therapie. In manchen Fällen ist es notwendig, 
die Tumorgröße durch Bestrahlung oder mit einer Chemotherapie zu verkleinern, das heißt 




Therapieregime, das z.B. nach unvollständiger Tumorentfernung zum Einsatz kommt und 
darauf abzielt, restliches Tumorgewebe durch Bestrahlung oder Chemotherapie zu 
eliminieren. Bei der operativen Behandlung von Krebspatienten gilt, dass invasive Eingriffe so 
umfangreich wie nötig und so schonend wie möglich durchgeführt werden sollen 
(Krebsgesellschaft Nordrhein-Westfalen e.V., 2014).  
Die Strahlentherapie (Radiotherapie) ist eine Methode, um in einem lokal 
abgegrenzten Bereich (Bestrahlungsfeld) Tumorgewebe zu zerstören, indem das Erbgut der 
Tumorzellen zerstört und teilungsunfähig gemacht wird (Bosset et al., 2006). Bei lokal 
begrenzten Krebsarten, wie Kehlkopfkrebs oder Prostatakrebs, kann eine alleinige 
Strahlentherapie zur Heilung führen. Außerdem kann die Strahlenbehandlung in Kombination 
mit einer Chemotherapie (Radiochemotherapie) angewandt werden. Zudem besteht die 
zusätzliche Möglichkeit einer neoadjuvanten oder adjuvanten Strahlentherapie. Auch im 
palliativen Kontext kann die Radiotherapie eingesetzt werden. Sie ist besonders effektiv, um 
Tumorschmerzen und Tumorschwellungen zu reduzieren. Der Knochenaufbau bei 
vorliegenden Knochenmetastasen kann ebenso verbessert werden (Molls, 2006). 
Die Chemotherapie ist eine weitere zentrale Säule der Behandlung von 
Tumorerkrankungen. Die verwendeten Chemotherapeutika oder auch Zytostatika (griech. 
kytos = Zelle; statikos = zum Stehen bringend) greifen direkt in den Teilungszylus der 
Krebszellen ein. Somit wirken Chemotherapeutika besonders gut bei sich sehr schnell 
teilenden Zellen, wie es bei den meisten Krebsarten der Fall ist (Pfreundschuh, 2006). Der 
Vorteil der Chemotherapie ist, dass sie systemisch wirkt und auch Tumorzellen erreicht, die 
trotz Radiotherapie oder chirurgischer Intervention zurückbleiben würden. Allerdings betrifft 
die zytostatische Wirkung auch gesunde Zellen (Harvey, 2017), vorrangig sind dies Zellen der 
Mucosa, der Haarwurzel, des Knochenmarks oder auch des Nervengewebes. So müssen 
Patienten, die sich einer Chemotherapie unterziehen, mit zum Teil schweren unerwünschten 
Arzneimittelwirkungen (UAW) rechnen. Diese sind erhöhte Blutungsneigung und 
Immunsuppression durch Zerstörung von Knochenmarksgewebe, Mucositis, Stomatitis, 
Diarrhö, Haarausfall und Hautveränderungen sowie Übelkeit und Erbrechen oder auch 
langwierige Beschwerden durch Polyneuropathien. Aufgrund der mitunter schweren 
unerwünschten Nebenwirkungen ist ein besonderes Ziel derzeitiger Untersuchungen hierzu, 
dass Chemotherapeutika ihre Wirkung zielgerichteter und selektiv am Tumorgewebe 
entfalten. Ein Beispiel dafür ist Nab-Paclitaxel (Abraxane), dabei wird das Taxan Paclitaxel 




vielversprechender Ansatz, um schwere Nebenwirkungen zu reduzieren, ist die Low-dose 
metronomic chemotherapy (LDM-Chemotherapie). Dabei werden dem Patienten 
Chemotherapeutika in kürzeren und regelmäßigen Abständen sowie besser verträglichen 
Dosen verabreicht (Lien et al., 2013).  
Zusammenfassend ist festzuhalten, dass sich die Krebsbehandlung in den letzten 
Jahrzehnten sehr schnell weiterentwickelt und verbessert hat, was sich im Anstieg der 
Überlebensraten nach Krebsdiagnose wiederspiegelt (Allemani et al., 2018). Jedoch müssen 
Krebspatienten immer noch mit teils schweren Nebenwirkungen kämpfen, weshalb es 
notwendig ist, spezifischere Medikamente zu entwickeln. Zudem ist es sinnvoll 
Therapieoptimierungsstudien durchzuführen, wodurch effizientere Chemotherapeutika-
Kombinationen ermittelt werden und Zytostatika-Resistenzen vermieden werden können. 
Außerdem sollten lange Zeit bewährte Therapieschemata auf ihre Wirksamkeit überprüft 
werden. In der vorliegenden Arbeit wurde die Wirksamkeit eines alternativen 
Therapieschemas, der bereits erwähnten LDM-Chemotherapie, untersucht. Hierbei wurde in 
einem In-vitro-Modell die Wirksamkeit eines alternativen Therapieschemas, der oben 
erwähnten LDM-Chemotherapie, untersucht. Entsprechend wurden in den Experimenten 




1.2 Cisplatin (cis-Diammindichloridoplatin(II); cis-DDP)  
 
In den Experimenten der vorliegenden Arbeit wurden die verwendeten Zelllinien mit dem 
Chemotherapeutikum Cisplatin behandelt. Cisplatin (cis-DDP) ist eine tumorhemmende 
Metallverbindung, welche seit den 1970er-Jahren bei vielen Krebsarten erfolgreich zum 
Einsatz kommt. Genauer gesagt, enthält heutzutage jedes zweite Therapieschema ein 
platinhaltiges Chemotherapeutikum. Anwendung findet Cisplatin bei Hoden-, Ovarial-, 
Bronchial-, Harnblasen- und Zervixkarzinomen sowie bei Plattenepithelkarzinomen im Kopf-
Hals-Bereich (Galanski & Keppler, 2006). Barnett Rosenberg hatte in den 1960er Jahren durch 
eine Reihe von Experimenten mit Escherichia-coli-Bakterien die Hemmung der Zellteilung 
durch Cisplatin nachgewiesen (Rosenberg, 1978). Die erstmalige Synthese von Cisplatin fand 
allerdings schon in den 1840er Jahren statt und wurde von Michele Peyrone in den Annalen 
der Chemie und Pharmazie publiziert, allerdings ohne von der tumorhemmenden Wirkung 






Die hemmende Wirkung von Cisplatin auf die Zellteilung geschieht über die Querverknüpfung 
innerhalb eines DNA-Strangs (Intrastrang-Quervernetzung) oder zwischen benachbarten 
DNA-Strängen (Interstrang-Quervernetzung), das sogenannte „Cross-Linking“. Cisplatin 
reagiert dabei bevorzugt mit N-7 von Guanin oder Adenin. Die DNA ist nach diesem Vorgang 
funktionsunfähig und kann nicht mehr repliziert werden. Daraufhin wird die Apoptose der 
Zelle eingeleitet. Bestimmte Tumorzellen sind jedoch auch in der Lage Resistenzen gegenüber 
Cisplatin zu entwickeln, besonders oft geschieht das bei Hodenkrebs – etwa jeder fünfte 
Patient ist betroffen. Die Resistenz gegenüber Cisplatin wird durch eine spezielle DNA-
Polymerase Eta vermittelt. Diese ist in der Lage, die verursachten Quervernetzungen in der 
DNA zu überlesen, so dass sich die Tumorzellen weiterhin teilen können (Alt et al., 2007). 
Aufgrund möglicher Resistenzbildungen und um die Wirksamkeit der Chemotherapie zu 
erhöhen, wird Cisplatin häufig in Kombination mit anderen Chemotherapeutika verabreicht. 
Gängige Kombinationen sind:   
 
1. Cisplatin - Etoposid (Topoisomerase II-Hemmer)  
2. Cisplatin - Vinorelbine (Antitubulin, Spindelgift) 
3. Cisplatin - Gemcitabine (Pyrimidinanaloga) 
4. Cisplatin - Docetaxel oder Paclitaxel (Taxan, Spindelgift) 
Abb. 2. Zugelassene platinhaltige Chemotherapeutika. Cisplatin, Carboplatin, Oxaliplatin, 


























Da Cisplatin systemisch verabreicht wird und somit nicht nur im Tumorgewebe wirkt, können 
für den Krebspatienten während und nach erfolgter Chemotherapie einige unerwünschte 
Arzneimittelwirkungen auftreten. Es kann zu Nierenschäden (nephrotoxisch), Nervenschäden 
(neurotoxisch), Hörminderung (ototoxisch), Veränderungen des Blutbildes sowie zu starker 
Übelkeit und Erbrechen kommen. Vor allem die starke Übelkeit konnte durch die Einführung 
der 5HT3-Rezeptorantagonisten, wie z.B. Ondansetron in den 1990er Jahren, effektiv 




Abb. 3. Schematische Darstellung der Aktivierung und Wirkung von Cisplatin. A: Die 
Cisplatin-Aktivierung geschieht durch den Austausch eines oder beider Chlorid-Atome 
durch Wassermoleküle; B: Cisplatin geht kovalente Bindungen mit dem DNA-Strang ein, 
dabei sind die häufigsten die Intrastrang-Quervernetzungen und Interstrang-
Quervernetzungen (=Crosslinks). Die Häufigkeiten der jeweiligen Typen werden in Prozent 




1.3 Low-Dose Metronomic Chemotherapy (LDM-Chemotherapie) 
 
In den letzten Jahren hat die LDM-Chemotherapie durch Therapieerfolge und neue 
vielversprechende Studienergebnisse an Attraktivität gewonnen. Dabei werden Patienten in 
kurzen und regelmäßigen Abständen mit nichttoxischen Konzentrationen eines 
Chemotherapeutikums behandelt. Unerwünschte Arzneimittelwirkungen konnten so deutlich 
reduziert werden (Lien et al., 2013). Peroud et al. (2016) behandelten Patienten mit 
metastasiertem Brustkrebs mit Cyclophosphamid und Celecoxib in nichttoxischen 
Konzentrationen. Die Therapie zeigte sich wirksam, wenig toxisch und damit gut verträglich. 
Zusätzlich zeigte die Kombination antiangiogene Effekte. Außerdem fanden Berthold et al. 
(2017) heraus, dass die Behandlung von Hochrisiko-Neuroblastomen mit einer LDM-
Chemotherapie gleich wirksam ist wie die mit einer dosisintensiven konventionellen 
Chemotherapie. Aufgrund der geringeren Toxizität der verabreichten Medikamente und der 
damit einhergehenden geringeren Anzahl an Nebenwirkungen, konnten die Patienten sogar 
ambulant behandelt werden. Die jahrelange Praxis seit Beginn der Tumorchemotherapie 
unterscheidet sich sehr zur LDM-Chemotherapie. Bei der dosisintensiven konventionellen 
Chemotherapie, wird einem Patienten in Einzelsitzungen jene Dosis des 
Chemotherapeutikums verabreicht, welche maximal toleriert werden kann und deshalb keine 
lebensbedrohlichen Folgen hat, die sogenannte maximum tolerated dose (MTD). 
 
Abb. 4. Unterschiedliche Therapieschemata der Chemotherapie. A: MTD-
Chemotherapie mit Sitzungen alle 3 Wochen, Verabreichung der maximal 
tolerierten Dosis; B und C sind Versionen der Low-dose metronomic chemotherapy, 
wöchentlich bis tägliche Sitzungen, niedrigere Dosis (modifiziert nach Kerbel & 




Zwischen den Sitzungen müssen Pausen zwischen zwei und drei Wochen eingehalten werden, 
um keine lebensbedrohliche Wirkstoffkumulation zu riskieren (Kerbel & Kamen, 2004). Die 
maximal tolerierte Dosis von Cisplatin beträgt 100 mg/m2. Laut Himmelstein et al. (1981) 
ergibt sich bei einer MTD-Gabe von Cisplatin ein totaler Cisplatin-Plasmaspiegel von 20,7 µM, 
davon sind 10,9 µM ungebundenes Cisplatin.  
Dagegen wurden in den In-vitro-Experimenten der vorliegenden Arbeit Cisplatin-
Stoffmengenkonzentrationen verwendet, die sich deutlich unter denen nach MTD-Gabe von 
Cisplatin befinden (0,01 µM; 0,1µM; 1µM). Die Auswahl der Konzentrationen erfolgte nach 
vorheriger Toxizitätsanalyse an den verwendeten Tumorzelllinien, sowie nach 
Zusammentragung bereits vorhandener Studienergebnisse zur Cisplatin-Toxizität in vitro von 
L'Azou et al. (2005). Zusätzlich zum geringeren Risikoprofil schreibt man der LDM-
Chemotherapie eine antiangiogene Wirkung bezüglich der Tumorangiogenese zu (Pasquier et 
al., 2010). Die Wirkung von Cisplatin im LDM-Schema auf die Tumorangiogenese wurde 
bereits an mehreren Tumorzellarten untersucht und nachgewiesen: Leberkarzinom (Shen et 
al.., 2010), Plattenepithelkarzinom des Kopfes und Halses (Adhim et al., 2011), 
Urothelkarzinom (Jian et al, 2009) und Mammakarzinom (Munoz et al., 2005). Die Art und 
Weise wie es zur Inhibierung der Tumorangiogenese kommt, bleibt bisher unklar. Die zentrale 
Fragestellung der Experimente der vorliegenden Arbeit zielte somit auf den Mechanismus der 
antiangiogenen Wirkung nichttoxischer Konzentrationen Cisplatins.  
 
1.4 Angiogenese, Vaskulogenese und Tumorangiogenese 
 
1.4.1 Angiogenese und Vaskulogenese  
 
Jede Zelle eines Organismus benötigt eine ausreichende Versorgung mit Sauerstoff und 
Nährstoffen sowie einen suffizienten Abtransport anfallender Stoffwechsel-Metabolite. Diese 
Grundvorrausetzung kann durch ein adäquates Gefäßsystem und einen geeigneten 
Transportträger, dem Blut, bewerkstelligt werden. Für die Entwicklung und Aufrechterhaltung 
dieses Gefäßsystems sind die Prozesse der Vaskulogenese und Angiogenese verantwortlich.  
Bei der Vaskulogenese (lateinisch: vas „Gefäß“ und altgriechisch: génesis „Entstehung“), die 
vor allem in der Embryonalentwicklung eines Organismus stattfindet, werden neue Blutgefäße 
aus endothelialen Vorläuferzellen des Knochenmarks (Angioblasten) gebildet und ein 
primitives Gefäßgeflecht entsteht (Risau, 1997). Unter Angiogenese (altgriechisch: ángos 




vorgebildeten Blutgefäßen. Hierbei können zwei Arten der Angiogenese unterschieden 
werden. Die sprossende Angiogenese (sprouting angiogenesis) und die nicht-sprossende 
Angiogenese (Intussusception oder splitting angiogenesis). Die sprossende Angiogenese 
beginnt mit einem enzymatischen Abbau der kapillären Basalmembran. Anschließend 
proliferieren und migrieren Endothelzellen in den Extrazellularraum. Dort formen sich die 
Endothelzellen zu kleinen Röhrchen (tube formation) und bilden schließlich ein Gefäßlumen. 
Sauerstoffmangel (Hypoxie) kann in schlecht durchblutetem Gewebe ein auslösender Faktor 
sein. Dabei bilden Parenchymzellen unter hypoxischem Stress pro-angiogene Faktoren und 
scheiden diese aus. Ein Beispiel ist der vascular endothelial growth factor (VEGF) (Adair & 
Montani, 2010). Die nicht-sprossende Angiogenese ist gekennzeichnet durch die Spaltung 
eines bereits bestehenden Gefäßes in Längsrichtung. Dabei bewegen sich die zwei 
gegenüberliegenden Gefäßwände aufeinander zu und verschmelzen. Somit entstehen zwei 
Lumina, welche durch eine mittige Spaltung in Längsrichtung voneinander getrennt werden. 
Vorhandene Endothelzellen müssen lediglich umorganisiert werden, deswegen ist die nicht-
sprossende Angiogenese schnell und effizient (Adair & Montani, 2010).  
Essenziell ist die Angiogenese für physiologische Prozesse, wie zum Beispiel für die 
Wundheilung oder den menstruellen Zyklus der Frau (Folkman & Shing, 1992). Aber auch bei 
Erkrankungen wie Retinopathien, vaskulärer Demenz, Durchblutungsstörungen, rheumatoide 
Arthritis, sowie Tumorerkrankungen spielt die Angiogenese eine erhebliche Rolle (Carmeliet, 
2003; Carmeliet & Jain, 2000). Je nach Ursache gibt es unterschiedliche Behandlungsansätze: 
Einerseits Medikamente oder eine Gentherapie, die die Angiogenese anregen und somit 
hilfreich bei Durchblutungsstörungen sind (Marushima et al., 2019), andererseits 
antiangiogene Medikamente, welche wirksam gegen Tumorerkrankungen (Ferrara et al., 
2003) oder Retinopathien (Fallah et al., 2019) sind. 
Bereits im Jahr 1972 postulierte Dr. Judah Folkman, dass Neovaskularisierung in 
Tumoren durch einen humoralen Fakotor den tumor-angiogenesis-factor (TAF) hervorgerufen 
wird. Heute ist durch das Wissen mehrerer Arbeiten zur Angiogenese klar, dass jener Prozess 
multifaktoriell ist und einem Wechselspiel zwischen proangiogenen und antiangiogenen 
Modulatoren gleicht (Bergers & Benjamin, 2003; Risau, 1997). Laut Stetler-Stevenson (1999) 








Der Begriff „Angiogenese“ wurde bereits im 18. Jahrhundert verwendet. Historischen Studien 
zufolge soll Dr. John Hunter, ein britischer Chirurg und Begründer der experimentellen 
wissenschaftlichen Chirurgie, als Erster in seinen Publikationen darauf aufmerksam gemacht 
haben (Folkman, 2008; Lenzi et al., 2016). Das Wachstum von Tumoren mit einer suffizienten 
Gefäßversorgung zu verknüpfen, gelang allerdings erst viel später Dr. Judah Folkman, dem 
„Vater der Angiogenese“ (Stephenson et al., 2013). In seinen Publikationen zur Angiogenese 
stellte er folgende Thesen auf: 
Zum einen fand er heraus, dass für einen Tumor bereits ab einer Größe von 2-3 mm im 
Durchmesser ein Anschluss an das Gefäßsystem notwendig ist, um weiter zu wachsen. Das 
Gewebe von kleineren Tumoren ist dagegen auf die Diffusion von Energieträgern und 
Sauerstoff angewiesen. Ohne den Abtransport anfallender Stoffwechsel-Metaboliten und 
aufgrund eines Nährstoff- und Sauerstoffmangels entsteht so im Zentrum des neoplastischen 
Gewebes eine Nekrosezone (Folkman, 1972). Zum anderen vermutete er, dass in jedem 
Menschen, auch ohne diagnostizierte Krebserkrankung, sog. ruhende Tumore (tumor 
dormancy) existieren. Dabei kommt es zu einem Gleichgewicht von wachstumsfördernden 
Abb. 5. Balance der Angiogenese. Auswahl an pro- und antiangiogener Modulatoren 




und apoptotischen Reizen, welches wiederum entscheidend durch pro- und antiangiogene 
Modulatoren beeinflusst wird. Eine Übersicht über pro- und antiangione Modulatoren ist in 
Abbildung 5 dargestellt. Seinen Verdacht konnte er mittels Autopsiestudien, die an Menschen 
ohne diagnostizierte Krebserkrankung durchgeführt wurden, erhärten. In den Organen dieser 
Menschen ließen sich mehrfach Neoplasien in mikroskopischer Größenordnung nachweisen 
(Folkman, 1971). Verschiebt sich das Gleichgewicht dieser schlafenden Tumorinseln in 
Richtung der proangiogenen Modulatoren, spricht man heutzutage vom angiogenic switch 
(Bergers & Benjamin, 2003). Die Zeitspanne bis zum angiogenen Wechsel ist variabel und wird 
hauptsächlich durch die Aggresivität der jeweiligen Tumorzellen und die 
Umgebungsbedingungen beeinflusst. Reize wie Hypoxie, Hypoglykämie, ein niedriger pH-
Wert, Entzündungen sowie mechanische Belastung durch einen erhöhten Umgebungsdruck 
können den Wechsel beschleunigen (Carmeliet & Jain, 2000).  
Im Vergleich zu Gefäßen, die in gesundem Gewebe entstehen, erscheinen 
Tumorgefäße strukturell und funktionell abnormal sowie chaotisch im Aufbau. Sie haben 
einen ungleichmäßigen Durchmesser, winden sich, sind dilatiert und übermäßig verzweigt. Als 
Folge kommt es zu einem nicht gleichmäßigen Blutfluss, der widerum zu Hypoxie und sauren 
Bereichen führen kann. Zudem haben die gebildeten Endothelzellen eine abnormale Form und 
ragen in das Gefäßlumen hinein. Die Tumorgefäße werden somit undicht (Carmeliet & Jain, 
2000). Das Durcheinander der Tumorangiogenese kann auf ein Ungleichgewicht beteiligter 
Modulatoren zurückzuführen sein und zeigt gleichzeitig die Komplexität der regulären 
Gefäßbildung auf. 
Heute nach fast 50 Jahren Forschung zur Anti-Angiogenese als sinnvolle 
Therapiestrategie gegen Krebserkrankungen oder gegen Erkrankungen, die durch 
überschießende Angiogenese verursacht werden, stehen im klinischen Alltag bereits einige 
Medikamente zur Verfügung (Fallah et al., 2019):  
 
1. Bevaczizumab (anti-VEGF) und Cetuximab (anti-EGFR)  monoklonale Antikörper 
2. Sorafenib  Proteinkinase-Inhibitor 
3. Sunifinib  Tyrosinkinase-Inhibitor 





Zudem befinden sich vielversprechende Ansätze in der präklinischen Phase, wie zum Beispiel 
eine Behandlung mittels Gentherapie (Guijarro-Munoz et al., 2013) oder mittels small-
interfering RNA (siRNA) (Kim et al., 2006).  
Wie in Abschnitt 2.3 bereits erwähnt, scheint auch das Chemotherapeutikum Cisplatin 
in regelmäßigen nichttoxischen Dosen eine antiangiogene Wirkung auf Tumorzellen zu 
besitzen, sowohl in vitro (Munoz et al., 2005) als auch in vivo (Li et al., 2014; Munoz et al., 
2005). Es bleibt zu klären, wie es zur Abnahme der Gefäßdichte im Tumorgewebe durch 
Cisplatin kommt.  
 
 
Abb. 6. Angiogenese in gesundem Gewebe und Tumorangiogenese. Angiogenese im 
gesunden Gewebe wird durch ein Gleichgewicht von pro- und antiangiogenen 
Modulatoren reguliert. Bei der Tumorangiogenese dagegen ist das Gleichgewicht in 
Richtung der proangiogenen Modulatoren verschoben, da eine Überexpression vor 
allem in Zellen des Tumors stattfindet. Es resultieren eine abnormale Struktur und 
Funktion der Blutgefäße, die unter anderem zu einer Hypoxie im versorgenden Gebiet 




1.5 Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) 
 
1.5.1 MMPs und ihre Rolle in der Tumorprogression 
 
Matrix-Metalloproteinasen (MMPs) sind proteolytische Enzyme und gehören zur Gruppe der 
Endopeptidasen, deren enzymatische Aktivität durch Ca2+- und Zi2+-Ionen in ihrer Peptidase-
Domäne bestimmt werden. Ihre physiologische Aufgabe ist der Abbau und Umbau von 
Gewebe, genauer gesagt der extrazellulären Matrix (EZM). Dies spielt eine wichtige Rolle bei 
der Wundheilung und bei der Angiogenese (Jabłońska-Trypuć et al., 2016). Erstmals entdeckt 
wurde ein Enzym dieser Gruppe, die Kollagenase-1 (heute MMP-1), durch Gross und Lapiere 
(1962) in Experimenten über das Gewebe der Hinterflosse einer Kaulquappe der 
nordamerikanischen Froschart Rana catesbiana. Bis heute wurden 22 weitere Matrix-
Metalloproteinasen identifiziert (Jackson et al., 2010).  
Weiterhin sind MMPs nicht nur für gesunde Körperzellen wichtig, sondern auch für 
entartetes Gewebe. Tumorzellen sind so in der Lage, umliegendes Gewebe zu degradieren, in 
Gewebe einzudringen und sich schließlich zu verbreiten. Die Invasion und Metastasierung von 
neoplastischem Gewebe ist somit kausal verknüpft mit der Expression von MMPs (Curran & 
Murray, 2000). Die genauen Funktionen der einzelnen MMPs zu entschlüsseln, ist Gegenstand 
der heutigen Forschung. Aufgrund der Vielfalt an Zelltypen (u.a. Makrophagen, aktivierte 
Fibroblasten, Leukozyten, endotheliale Vorläuferzellen), die sich in der Tumorumgebung an 
proteolytischen Prozessen beteiligen, gestaltet sich die genaue Zuordnung jedoch schwierig 
(Guedez & Stetler-Stevenson, 2008). Der Großteil der Matrix-Metalloproteinasen haben einen 
positiven Effekt auf die Tumorangiogenese. Cornelius et al. (1998) fanden jedoch heraus, dass 
einige MMPs mit der Abspaltung von Angiostatin einen negativen Einfluss auf die 
Tumorangiogenese haben.   
 
 
1.5.2 Tissue inhibitor of matrixmetalloproteinases-1 (TIMP-1) 
 
Tissue inhibitors of matrixmetalloproteinases (TIMPs) sind Glykoproteine und agieren als 
natürliche und spezifische Inhibitoren der MMPs, wodurch der Abbau der extrazellulären 
Matrix gehemmt wird (Murphy et al., 1994). Sie binden MMPs im Verhältnis 1:1 (Visse & 
Nagase, 2003). Bisher wurden vier Vertreter identifiziert (TIMP-1 bis TIMP-4). Ihre 
Aminosäurensequenzen sind zu 35-40% identisch und es zeigen sich strukturelle Homologien 
(Denhardt et al., 1993). TIMPs haben jeweils eine N-terminale und eine C-terminale Domäne, 




unabhängige Einheit mit der Fähigkeit MMPs zu inhibieren (Nagase et al., 2006). Die primäre 
Funktion der TIMPs ist die Inhibierung der Matrix-Metalloproteinasen, wodurch das 
Tumorwachstum (Gomez et al., 1997; Ramer et al., 2014; Ramer & Hinz, 2008) und auch die 
Tumorangiogenese (Bloomston et al., 2002; Ramer et al., 2014; Ramer & Hinz, 2008) negativ 
beeinflusst wird. Eine Vielzahl an Studien hat jedoch gezeigt, dass TIMPs außer ihrer 
offensichtlichen Funktion noch weitere zum Teil auch gegensätzliche Eigenschaften besitzen 
(Lambert et al., 2004). Dazu gehören zum einen die Förderung (TIMP-1 bis TIMP-3) und 
Hemmung (TIMP-2 bis TIMP-4) des Zellwachstums. Zum anderen die Aktivierung (TIMP-3) und 
Hemmung (TIMP-1 und TIMP-2) der Apoptose (Guedez et al., 2001). Die Experimente der 
vorliegenden Arbeit konzentrieren sich darauf, ob und wie TIMP-1 die Tumorangiogenese 
beeinflusst. Das Glykoprotein TIMP-1 besteht aus 184 Aminosäuren und hat ein Gewicht von 





Abb. 7. 3D-Struktur von TIMP-1. TIMP-1 im Bändermodell; Visualisierung der zwei 
Domänen, der Domänengrenzregion und der reaktiven Regionen (IR I – IR V) 




1.6 Zielsetzung dieser Arbeit 
 
Cisplatin ist ein seit den 1970er-Jahren weit verbreitetes Chemotherapeutikum und hat ein 
besonders breites Wirkspektrum, weshalb heutzutage fast jedes zweite Therapieschema ein 
platinhaltiges Chemotherapeutikum beinhaltet. Neben der Unterdrückung der 
Tumorzellproliferation und des Tumorwachstums hemmt Cisplatin zudem die 
Tumorangiogenese.  
Wie Cisplatin jedoch genau die Tumorangiogenese hemmt ist noch nicht bekannt. 
Meine Motivation ist es also den Wirkmechanismus zu verstehen. Die Experimente der 
vorliegenden Arbeit befassen sich demnach mit dem Einfluss von Cisplatin auf eine potenzielle 
Kommunikation zwischen Tumorzellen und Endothelzellen, welche wiederum einen 
antiangiogenen Effekt haben könnte. Im Hinblick darauf, dass TIMPs Inhibitoren der 
Angiogenese darstellen, sollen die Experimente eine mögliche Expression von TIMP-1 durch 
Cisplatin sowie die Beteiligung von TIMP-1 an der Kommunikation zwischen Tumor- und 
Endothelzellen untersuchen.  
Außerdem soll ein Zusammenhang zwischen der noch wenig etablierten LDM-
Chemotherapie und der Hemmung der Tumorangiogenese durch Cisplatin hergestellt werden. 
Hierfür wurden nichttoxische Konzentrationen Cisplatins zur Behandlung von 
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Tab. 1. Zellkulturmedien 
Name Bestandteil Hersteller 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) Komplettmedium 
DMEM mit 4,5 g/l Glucose 
und 4mM L-Glutamin 
--------------------------------------------------------------------- 
10% hitzeinaktiviertes FCS 
--------------------------------------------------------------------- 





PAN Biotech, Aidenbach 
------------------------------------------------------------------
Invitrogen, Darmstadt 
DMEM (Dulbecco’s Modified Eagle’s 
Medium) serumfreies Komplett-
medium 
DMEM mit 4,5 g/l Glucose 
und 4mM L-Glutamin 
--------------------------------------------------------------------- 







Spezielles Zellkulturmedium für 
HUVECs 
Endothelial Cell Growth 
Medium Kit (C-22110) 
PromoCell, Heidelberg






Tab. 2. Zelllinien 
Name Zellart Hersteller 
A549  Humane Lungenkarzinomzelllinie  
(Adenokarzinom) 
DSMZ GmbH, Braunschweig 
DSMZ-Nummer: ACC 107 
H358 Humane Lungenkarzinomzelllinie 
(Bronchioloalveoläres Karzinom) 
American Type Culture Collection, 
Wesel, ATCC-Nummer: CRL-5807TM 
BEAS-2B Humane Bronchialepithelzelllinie American Type Culture Collection, 
Wesel, ATCC-Nummer: CRL-9609TM 









Tab. 3. Oligonukleotide 
























2.1.4 Antikörper  
 
Tab. 4. Primäre Antikörper 
Antikörper Spezies Verdünnung1 Hersteller 
Anti-humanes TIMP-1 Maus 1:1000 Merck KGaA, Darmstadt 
Anti-humanes β-Aktin Maus 1.10 000 Sigma-Aldrich, Steinheim 
 
Tab. 5. Sekundäre Antikörper 
Antikörper Verdünnung2 Hersteller 






Tab. 6. Chemikalien 
Name Hersteller 
Aprotinin Sigma-Aldrich, Steinheim 
APS Sigma-Aldrich, Steinheim 
BCA™ Protein Assay Kit Pierce, Rockford, USA 
 
1 Verdünnung in 1% Milchpulver gelöst in TBS/T 
2 Verdünnung in 1% Milchpulver gelöst in TBS/T 
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β-Mercaptoethanol Ferak, Berlin 
Bromphenolblau Sigma-Aldrich, Steinheim 
Cisplatin Sigma-Aldrich, Steinheim 
DMSO Applichem, Darmstadt 
DMF Sigma-Aldrich, Steinheim 
ECL Plus™ Western Blotting Detection Reagent Amersham Biosciences, Freiburg 
EDTA Applichem, Darmstadt 
Ethanol Merck, Darmstadt 
H2O2 Applichem, Darmstadt 
HEPES Ferak, Berlin 
KCl Merck, Darmstadt 
KH2PO4 Merck, Darmstadt 
Leupeptin Biomol, Hamburg 
Lipofectamin Thermo Fisher Scientific, Schwerte 
Luminol Sigma-Aldrich, Steinheim 
Matrigel™ Basement Membrane Matrix BD Biosciences, Heidelberg 
Milchpulver Bio-Rad, München 
NaCl Allied Signal, Seelze 
Na2HPO4 (x 12 H2O) Applichem, Darmstadt 
Orthovanadat  Sigma-Aldrich, Steinheim 
PBS PAN Biotech, Aidenbach 
PMSF Sigma-Aldrich, Steinheim 
Ponceau S Applichem, Darmstadt 
Presteined SDS-PAGE Standards Broad Range Bio-Rad, München 
SDS Applichem, Darmstadt 
siRNA Suspensionspuffer Qiagen, Hilden 
TEMED Sigma-Aldrich, Steinheim 
Tris Base/Tris-HCl Applichem, Darmstadt 
Triton® X-100 Roth, Karlsruhe 
Trypsin/EDTA Invitrogen, Karlsruhe 
Tween®20 Serva, Heidelberg 
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WST-1-Reagenz Roche Applied Science, Mannheim 
 
 
2.1.6 Puffer und Lösungen 
 
Tab. 7. Puffer und Lösungen 
Produkt Bestandteil Menge 
1,5 M Tris pH 8,8: Tris Base 181,71 g 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
Blockierungslösung: Milchpulver 25 g 
 TBS-T ad 500 ml 
Blotpuffer: Transfer-Puffer 32 ml 
 Aqua dest. 768 ml 
 Methanol 200 ml 
Glycin-Strip-Puffer (pH 2,5): Glycin 15,01 g 
 NaCl 29,22 g 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
Protein-Lysispuffer HEPES 5,98 g 
 NaCl 4,38 g 
 EDTA 0,146 g 
 Triton® X-100 5 ml 
 Glycerin 50 ml 
 Aqua dest. ad 500 ml 
Lämmli-Puffer (5x): Tris HCL (0,625 M, pH 6,8) 2 ml 
 SDS 1,0 g 
 Glycerin 5 ml 
 Bromphenolblau 0,5 ml 
 β-Mercaptoethanol 0,5 ml 
 Aqua dest. ad 10 ml 
 Laufpuffer: Tris Base 15,14 g 
 Glycin 72,07 g 
 SDS 5 g 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
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Lysispuffer: Protein-Lysispuffer 1 ml  
 Aprotinin (2 mg/ml) 5,2 μl  
 Leupeptin (1,9 mg/ml) 2 μl  
 Orthovanadat (100 mM) 5 μl  
 PMSF (100 mM) 10 μl  
PBS (pH 7,4): NaCl 8 g 
 KCl 0,2 g 
 Na2HPO4 (x 12 H2O) 2,9 g 
 KH2PO4 0,2 g 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
Ponceau S-Lösung: Ponceau S 0,5 g 
 Essigsäure 1 ml 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
TBS (pH 7,5): Tris Base 12,11 g 
 NaCl 8,77 g 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
TBS-T: TBS (pH 7,5) 1.000 ml 
 Tween®20 1 ml 
Transfer-Puffer: Tris Base 6,06 g 
 Glycin 28,52 g 
 SDS 1 g 
 Aqua dest. ad 1.000 ml 
Trypsin/EDTA3: Trypsin/EDTA 5 ml 





Tab. 8. Geräte 
Name Hersteller 
CO2-Inkubator CB210  Binder, Tuttlingen  
Lichtmikroskop „Wilovert“ Hund, Wetzlar  
 
3 Trypsin/EDTA ist eine 10fach konzentrierte Fertiglösung der Firma Invitrogen, Karlsruhe  
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ELISA-Photometer Anthos Anthos Microsysteme GmbH, Krefeld 
SDS-Elektrophoresekammer 
(Mini-PROTEAN®Tetra Cell) 
Bio-Rad, München  
 
Tank-Blot Kammer 
(Mini Trans-Blot®Electrophorectic Transfer Cell) 
Bio-Rad, München 
Netzteil PowerPac™Basic Power Supply Bio-Rad, München  
Geldokumentationsanlage 
(Molecular Imager® ChemiDoc™XRS) 
Bio-Rad, München 





Tab. 9. Software 
Name Hersteller 
Quantity One® 1-D Analysis Software Bio-Rad, München  





Tab. 10. Verbrauchsmaterialien 
Name Hersteller 
24-Well-Platten Falcon®   BD Biosciences, Heidelberg 
48-Well-Platten Falcon® BD Biosciences, Heidelberg 
96-Well-Platten Falcon® BD Biosciences, Heidelberg 
Migrationsplatten 24-Well Bio Coat®   BD Biosciences, Heidelberg 
Mikropipetten Sarstedt, Nürmbrecht 
Multipettenaufsätze Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
Nitrozellulose Membranen Roth, Karlsruhe 
Reaktionsgefäße (0,5 ml, 1,5 ml, 2,0 ml) Eppendorf, Wesseling-Berzdorf 
Seropipetten (5 ml, 10 ml, 25 ml) Sarstedt, Nürmbrecht 
Zellkulturflaschen (75 cm²)  Sarstedt, Nürmbrecht 
Falcon®-Röhrchen (50ml, 10 ml) BD Biosciences, Heidelberg 
Falcon® Cell Culture Inserts Corning Inc., Corning, NY, USA 
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Alle Zelllinien wurden im Brutschrank bei einer Temperatur von 37°C und einer CO2-
Konzentration von 5% in einer wasserdampfgesättigten Atmosphäre kultiviert. Alle 
Arbeitsschritte, wie Aussaat oder Passagierung, wurden unter einer Sicherheitswerkbank 
erledigt. Das Wachstum der Zellen und das Ablösen der Zellen, während des Passagierens, 
wurde regelmäßig unter dem Lichtmikroskop kontrolliert. 
 
 Aufbewahren und Auftauen der Zelllinien 
Die verwendeten Zelllinien wurden in speziellen Kryogefäßen bei -196°C in flüssigem Stickstoff 
gelagert. Hierbei ist es wichtig, die Schädigung der Zellen zu verhindern. Deshalb wurde das 
Kryoprotektivum Dimetyl-Sulfoxid (DMSO) verwendet. Das Auftauen der Zellen wurde im 
Wasserbad bei 37°C beschleunigt. Da DMSO bei Raumtemperatur zelltoxisch wirkt, musste die 
Zeitspanne bis zum Vermischen der Zellsuspension mit DMEM-Komplettmedium, ein 
standardisiertes Nährmedium für Zellkulturen, möglichst kurzgehalten werden. Im Anschluss 
wurden die Zellen zentrifugiert. Der Überstand wurde abgenommen und die übrigen Zellen 
wieder in DMEM-Komplettmedium resuspendiert. Im letzten Schritt wurden die Zellen in 
Zellkulturflaschen in der gewünschten Menge ausgesät.  
 
 Passagierung der verwendeten Zelllinien 
Die zwei Tumorzelllinien A549 und H358 sowie die BEAS-2B-Zellen aus gesundem bronchialem 
Epithelgewebe wurden alle in sterilen Zellkulturflaschen mit einer Oberfläche von 75 cm2 
kultiviert (Amstad et al., 1988; Wan et al., 2012). Dabei wurde pro Flasche eine Zelldichte von 
ca. 15.000 bis 20.000 Zellen je cm2 angestrebt. Als Nährmedium wurde DMEM-
Komplettmedium (10% [v/v] FCS) benutzt. Die verwendeten Zelllinien wuchsen adhärent und 
in Form eines einschichtigen Zellrasens. Im Anschluss an die Aussaat inkubierten die Zellen 3-
5 Tage im Brutschrank bis sich die Zellen auf bis zu 90% des Zellkulturflaschenbodens 
ausgebreitet hatten. Bei Erreichen der gewünschten Zelldichte wurde der Überstand 
abgesaugt und der Zellrasen mit 5 ml vorgewärmtem PBS (phosphathaltige Pufferlösung) 
gewaschen. Nach dem Waschen wurde 3-5 ml Trypsin/EDTA in die Zellkulturflasche gegeben 
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und darauf für vier Minuten im Brutschrank inkubiert. Die Ablösung des Zellrasens vom 
Flaschenboden durch die Zugabe von Trypsin/EDTA wurde nach vier Minuten mit 5 ml DMEM-
Komplettmedium (10% FCS) gestoppt. Um die Zellen vollständig vom Flaschenboden zu lösen, 
wurde die Zellkulturflaschenwand leicht angestoßen. Die Ablösung wurde abschließend unter 
dem Lichtmikroskop beurteilt. Die nun vorhandene Zellsuspension wurde in ein steriles 50 ml 
Falcon-Röhrchen überführt und bei 1.300 x g für 5 Minuten bei Raumtemperatur 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und das zurückgebliebene Zellpellet 
in DMEM-Komplettmedium (10% FCS) resuspendiert. Anschließend wurden die Zellen mittels 
automatischem Zellzähler (LUNA-IITM, Logos Biosystems, siehe auch 2.2.1.5) ausgezählt und in 
gewünschter Zelldichte in frischen Zellkulturflaschen ausgesät. 
 
 Passagierung der HUVECs 
Die Passagierung von HUVECs wurde nach dem gleichen Protokoll, wie in Abschnitt 2.2.1.3 
beschrieben, durchgeführt. Lediglich das DMEM-Komplettmedium (10% FCS) wurde ersetzt 
durch das Endothelial Cell Growth Medium Kit. 
 
 Zellauszählung 
Zum Auszählen der Zellen wurde ein automatisches Zellauszählgerät benutzt (LUNA-IITM, 
Logos Biosystems). Als Vorbereitung wurden 15 µl Zellsuspension mit 15 µl Methylenblau in 
einem vorbereiten Eppendorf-Röhrchen vermischt. Hiervon wurden zweimal 10 µl auf einen 
Zellauszählschlitten gegeben. Der Zellauszählschlitten wurde nun in den Zellauszähler gelegt 
und die einzelnen Proben wurden automatisch gezählt. Die Funktionsweise basiert auf einem 
neuartigen Fokussierungsmechanismus. Am Ende der Auszählung erhält man die Total-, 
Lebend- und Totzellanzahl pro ml. 
 
2.2.2 Stimulierung von Zellen 
 
Die zuvor kultivierten Zellen wurden unter der Sicherheitswerkbank mit vorgewärmtem PBS 
gewaschen, mit Trypsin/EDTA abgelöst und anschließend in DMEM-Komplettmedium (10% 
FCS) resuspendiert. Nun wurden die Zellen mittels LUNA-IITM ausgezählt. Daraufhin wurden 
jeweils 105 Zellen in die Kammern (Wells) einer 24-Well-Platte pipettiert (unterschiedliche 
Zellanzahl bei Verwendung von 48- oder 96-Well-Platten). Die ausgesäten Zellen wurden dann 
im Brutschrank über Nacht inkubiert. Danach wurden die Zellen mit vorgewärmtem PBS 
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gewaschen und die Kammern darauf mit 270 µl serumfreiem DMEM-Medium aufgefüllt. Dann 
wurde in jede Kammer 30 µl des Stimulationsreagenz (0,01, 0,1, 1 µM Cisplatin bzw. 0,1% 
Dimethylformamid) gegeben, um ein Endvolumen von 300 µl zu erreichen. Der fertige 





Ein indirektes Verfahren, um die Viabilität von Zellen zu messen, ist der WST-1-Test. Dabei 
wird das WST-1-Reagenz (4-[3-(4-Iodophenyl)-2-(4-nitrophenyl)-2H-5-tetrazolio]-1,3-Benzol-
Disulfonat), ein Tetrazoliumsalz, durch mitochondrale Dehydrogenasen zu Formazan 
umgesetzt. Da Dehydrogenasen nur in lebenden Zellen aktiv sind, kann man die Reaktion als 
Viabilitätsnachweis ansehen. Bei der enzymatischen Umsetzung zu Formazansalz lässt sich ein 
Farbumschlag von Rot nach Orange-gelb detektieren, welchen man schließlich in einer 
photometrischen Analyse quantifizieren kann. Die Messung der Proben wurde mit einer 
Wellenlänge von 450 nm und einer Referenzwellenlänge von 690 nm durchgeführt. Ein 
Blankwert, der durch die Eigenextinktion des im Medium enthaltenen Phenolrots und unter 
zellfreien Bedingungen umgesetzten WST-1, wurde bei jeder Messung von den Rohwerten der 
Abb. 8. Schematische Darstellung eines Stimulationsansatzes. 24-Well-Platte; 105 
Zellen pro Well (B1 bis E4); Endvolumen 300 µl (270 µl serumfreies DMEM + 30 µl 
Stimulans; Vehikel B1-B4 0,1% DMF, Cisplatin C1-C4 0,01 µM, Cisplatin D1-D4 0,1 
µM, Cisplatin E1-E4 1 µM; n = 4 Experimente. 
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Einzelmessungen subtrahiert. Die Durchführung des WST-1-Tests erfolgte gemäß dem 
Herstellerprotokoll mit leichten Modifikationen (Zugabe von 30 µl WST-1-Reagenz zu 200 µl 
Medium bei Migrationsexperimenten und 10 µl WST-1-Reagenz zu 100 µl Medium bei 
Viabilitätsuntersuchungen im 96-Well-Format). Die Analyse des Farbumschlags erfolgte durch 
das Mikroplatten-Photometer Anthos.  
2.2.4 Migrations-Assay mit konditionierten Medien (indirekte Stimulation) 
 
In Vorbereitung des Migrations-Assays mit konditionierten Medien wurden die jeweiligen 
Tumorzellen bzw. BEAS-2B Zellen stimuliert und für 48 Stunden inkubiert. Die Überstände 
wurden dann benutzt, um die Migration der HUVECs zu untersuchen. Hierzu wurden 
Migrationsplatten (sog. Transwell-Platten, Boyden Chambers; Falcon Cell Culture Inserts) im 
24-Well-Format benutzt. In jedes Well wird ein Insert, welches im Boden 8 µm große Poren 
aufweist, eingesetzt. Durch diese Poren können die HUVECs entlang eines chemotaktischen 
Gradienten (10 % [v/v] FCS an der Unterseite der Membran) in die untere Kammer migrieren 
(Ramer & Hinz, 2010). Im nächsten Schritt werden die nicht-migrierten Zellen auf der 
Oberseite des Inserts entfernt und die Migration wird durch die Exposition von an der 
Unterseite der Membran befindlichen Zellen gegenüber WST-1-Reagenz in serumfreiem 
DMEM quantifiziert. Die Aufbereitung der Überstände (konditionierte Medien) erfolgte unter 
sterilen Bedingungen mit Hilfe einer Sicherheitswerkbank. Zuerst wurden alle Überstände 
einer Reagenz-Reihe abgenommen und in ein Eppendorf-Röhrchen pipettiert. Anschließend 
wurden diese Eppendorf-Röhrchen bei 4 °C und 1.300 x g für 5 Minuten zentrifugiert. Danach 
wurde der zellfreie Überstand vorsichtig abgenommen und in ein neues Eppendorf-Röhrchen 
überführt, welches auf Eis gestellt wurde.  
Abb. 9. Prinzip des WST-1-Assays. WST-1 wird durch eine mitochondrale Dehydrogenase 
zu Formazan umgesetzt, dabei beobachtet man einen Farbumschlag von Rot nach 
Orange-gelb (modifiziert nach Luttmann et al., 2014). 
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Im Anschluss folgte die Waschung mit PBS und die Ablösung vom Flaschenboden mit 
Trypsin/EDTA von zuvor kultivierten HUVECs. Nach der Ablösung wurden die HUVECs in 10 ml 
DMEM-Komplettmedium (10% [v/v] FCS) resuspendiert und anschließend in ein 15 ml 
Falcon-Röhrchen überführt und ausgezählt. Danach wurden die HUVECs bei 
Raumtemperatur und 1.300 x g für 5 Minuten zentrifugiert. Das zurückgebliebene Zellpellet 
wurde in serumfreiem DMEM resuspendiert und mittels LUNA-II (Logos Biosystems) 
ausgezählt. Anhand dieser gemessenen Zelldichte wurde für jeden Ansatz ein Volumen 
berechnet, in dem sich 1 x 105 HUVECs befanden. Dieses Volumen wurde in Eppendorf-
Röhrchen wiederum bei 4 °C und 1.300 x g für 5 Minuten zentrifugiert und anschließend auf 
Eis gestellt. Daraufhin wurden die Überstände vorsichtig abgesaugt und verworfen. Das 
HUVEC-Zellpellet wurde dann mit dem jeweiligen zu testenden konditionierten Medium 
resuspendiert (Endvolumen 300 µl pro Insert). Anschließend wurden jeweils 300 µl dieser 
HUVEC-Zellsuspension mit 1 x 105 HUVECs pro Ansatz in konditionierten Medien in die jeweils 
obere Kammer der Transwell-Platten gegeben. In die untere Kammer der Transwell-Platten 
wurde pro Well 750 µl DMEM-Komplettmedium (10% [v/v] FCS) als Chemoattraktionsmittel 
gegeben. Der nun startbereite Assay wurde für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Um die 
an die Unterseite des Inserts migrierten HUVECs mittels WST-1 Test (siehe 2.2.3) zu 
quantifizieren, wurden nach Ablauf der Inkubationszeit die Überstände der Inserts abgesaugt 
Abb. 10. Schematische Darstellung einer Transwell-Platte. Einteilung der Transwell-
Platte in obere und untere Kammer; obere Kammer (Insert) 300 µl konditioniertes 
Medium + 1 x 105 HUVECs; untere Kammer 750 µl DMEM-Komplettmedium (10% FCS). 
Im Boden des Inserts befinden sich Poren (Größe 8 µm) durch die sich die HUVECs entlang 
des chemotaktischen Gradienten bewegen können. 
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und verworfen. Dann wurden die Inserts mit PBS gewaschen und nicht-migrierte Zellen auf 
der Oberseite vorsichtig mit einem Wattestäbchen entfernt. Die nun aufbereiteten Inserts 
wurden dann in eine neue 24-Well-Platte eingesetzt.  
 
2.2.5 Migrations-Assay mit unkonditionierten Medien (direkte Stimulation) 
 
Im Migrations-Assay mit unkonditionierten Medien, also einer direkten Stimulation, geht es 
darum, die direkten Effekte von Cisplatin auf das Migrationsverhalten der HUVECs zu 
untersuchen. Der erste Schritt ist wiederum das Aufbereiten der zuvor kultivierten HUVECs. 
HUVECs wurden mit PBS gewaschen, dann mit Trypsin/EDTA vom Flaschenboden abgelöst, in 
10 ml DMEM-Komplettmedium (10% [v/v] FCS) resuspendiert, schließlich in ein 15 ml 
Röhrchen pipettiert und ausgezählt. 
Danach wurden die HUVECs bei Raumtemperatur und 1.300 x g für 5 Minuten 
zentrifugiert. Der Überstand wurde vorsichtig abgesaugt und verworfen. Das 
zurückgebliebene Zellpellet wurde in serumfreiem DMEM-Medium resuspendiert. Diese 
Zellsuspension dient dazu, in jede obere Kammer einer Transwell-Platte (24-Well) 1 x 105 
Zellen mit dem Endvolumen von 270 µl auszusähen. Im Folgenden wurde in jedes Insert 
jeweils 30 µl der zu testenden Cisplatin-Konzentration hinzugegeben. Als letzten Schritt 
erfolgte die Füllung der unteren Kammer der Transwell-Platte mit jeweils 750 µl DMEM-
Komplettmedium (10% [v/v] FCS) als Chemoattraktionsmittel. Der einsatzbereite Migrations-
Assay wurde dann für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert. Im Anschluss folgte die 
Auswertung der Migration der HUVECs mittels WST-1-Tests. Der Ablauf erfolgte wie im 
vorherigen Kapitel beschrieben.  
 
2.2.6 Viabilitäts-Assay mit konditionierten Medien (indirekte Stimulation) 
 
Es ist entscheidend, die Viabilität von HUVECs unter dem Einfluss von konditionierten Medien 
zu untersuchen. Somit werden zytotoxische Phänomene durch das jeweils konditionierte 
Medium ausgeschlossen, die ebenfalls zu einer verringerten Migration der HUVECs führen 
würden. Dazu wurden 5 x 103 HUVEC-Zellen pro Well in jeweils 100 µl des zu testenden 
konditionierten Mediums auf einer 96-Well-Platte ausgesät. Der fertige Ansatz wurde für 24 
Stunden im Brutschrank inkubiert. Nach abgeschlossener Inkubation erfolgte die 
Viabilitätsmessung der HUVECs mittels WST-1-Tests.  
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2.2.7 Viabilitäts-Assay mit unkonditionierten Medien (direkte Stimulation) 
 
Weiterhin muss ausgeschlossen werden, dass Cisplatin in den geplanten Konzentrationen 
direkt zellschädigend auf HUVECs wirkt und es so zu einer verminderten Migration von 
HUVECs kommen könnte. Dazu wurden 5 x 103 HUVEC-Zellen pro Well in jeweils 100 µl 
serumfreiem DMEM-Medium auf einer 96-Well-Platte ausgesät. Die Zellen wurden für jeweils 
6 Stunden inkubiert, um an die Oberfläche zu adhärieren. Anschließend wurden die Zellen mit 
aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen (0,01 µM; 0,1 µM; 1 µM) sowie Vehikel (0,1% DMF) 
stimuliert. Dann wurde der Ansatz für 24 Stunden im Brutschrank inkubiert und darauf die 
Viabilität mittels WST-1-Tests quantifiziert. Außerdem wurden auch Viabilitäts-Assays mit den 
Tumorzelllinien A549 und H358, sowie der humanen Epithelzelllinie BEAS-2B durchgeführt. 
Hierzu wurden 1 x 104 Zellen pro Well in 100 µl DMEM (10% [v/v] FCS) auf eine 96-Well-Platte 
ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Überstände abgenommen, die Zellen mit PBS 
gewaschen und anschließend mit aufsteigenden Cisplatin-Konzentrationen (0,01 µM; 0,1 µM; 
1 µM) sowie Vehikel (0,1% DMF) in serumfreiem DMEM stimuliert. Auch hier wurde der 








Abb. 11. Schematische Darstellung eines Viabilitäts-Assays. 96-Well-Platte; 5 x 103 Zellen; 
a) direkte Stimulation: 100 µl Endvolumen (90 µl serumfreies DMEM + 10 µl Stimulans)  
0% serumfreies DMEM-Medium mit Vehikel 0,1% DMF, Vehikel 0,1% DMF, Cisplatin 0,01 
µM, Cisplatin 0,1 µM, Cisplatin 1 µM; n = 4 Experimente; b) indirekte Stimulation mit KM 
(konditioniertes Medium), 300 μl Endvolumen, n = 4 Experimente.  
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2.2.8 Transfektion mit siRNA 
 
Um eine kausale Verbindung zwischen den antiangiogenen Effekte von Cisplatin und der 
Hochregulation von TIMP-1 in den Tumorzelllinien A549 und H358 herzustellen, wurden 
Versuche mit einer small-interfering-RNA, kurz siRNA, sog. Transfektionsversuche 
durchgeführt. Dabei bindet die siRNA an den komplementären Bereich der zugehörigen 
mRNA, im vorliegenden Fall für das Protein TIMP-1. Die mRNA wird daraufhin gespalten und 
kann nicht mehr translatiert werden (Dana et al., 2017). Somit entsteht ein Knockout der 
Expression des TIMP-1-Proteins. Die siRNA-Transfektion wurde mit dem LipofectamineTM-
RNAiMAX-Reagenz (Thermo Fisher Scientific, Schwerte, Deutschland), gemäß dem Prinzip 
"Reverse Transfection" nach Herstellerhandbuch mit geringfügigen Modifikationen 
durchgeführt. RNAi- LipofectamineTM-RNAiMAX-Komplexe wurden in Opti-MEM®-I-Reduced-
Serum-Medium hergestellt, welches 0,2 μl LipofectamineTM-RNAiMAX pro 100 μl enthielt. 
Anschließend wurden drei verschiedene RNA-Suspensionspuffer hergestellt: 
 
1. ohne siRNA  
2. mit TIMP-1-siRNA  
3. mit einer non-silencing Kontroll-siRNA 
 
Die einzelnen RNA-Suspensionspuffer wurden jeweils gut vermischt und auf eine 48-Well-
Platte aufgetragen (100 µl pro Well). Danach wurde die Platte für 10-20 Minuten im 
Brutschrank inkubiert.  
Anschließend wurden in jedes Well 1 x 105 A549- oder H358-Zellen, welche in 500 µl 
DMEM-Komplettmedium (10% [v/v] FCS) suspendiert wurden, hinzugegeben. Daraus ergab 
sich eine Endkonzentration von 2 nM TIMP-1-siRNA bzw. non-si-siRNA pro Well. Nach einer 
Inkubationszeit von 24 Stunden wurden die Zellen gewaschen und danach mit Vehikel (DMF) 
oder Cisplatin 1 µM in 300 μl Endvolumen serumfreiem DMEM stimuliert.  
Nach weiteren 48 Stunden wurden die konditionierten Medien gesammelt, bei 1300 × 
g für 5 Minuten zentrifugiert und entweder zur Herstellung von HUVEC-Suspensionen für 
nachfolgende Angiogenese-Assays oder zur Durchführung einer Western-Blot-Analyse von 
TIMP-1 verwendet. Zur Analyse von β-Aktin wurden hingegen Zelllysate verwendet. Diese 
wurden gemäß dem Behandlungsprotokoll in Abschnitt 2.3.2 hergestellt. 
 









Die Tatsache, dass sich Endothelzellen in vitro auf einer Matrigel-Schicht zu kapillarähnlichen 
Netzwerken formieren und damit das zelluläre Verhalten während der Angiogenese 
nachahmen (Grant et al., 1989), ist die Basis des Tube-Formation-Assays. Er dient dazu, das 
antiangiogene Potenzial von Cisplatin oder von durch A549, H358 oder BEAS-2B-Zellen 
konditionierten Medien, gegenüber HUVECs zu quantifizieren. Der Versuchsaufbau wurde 
leicht modifiziert gegenüber früheren Veröffentlichungen (Ramer et al., 2014). Zu Beginn 
wurden 48-Well-Platten mit 30 µl eisgekühlten Matrigel® Matrix Basement Membran pro Well 
beschichtet und für eine Stunde bei 37 °C inkubiert, damit das Matrigel polymerisiert. Danach 
wurden die HUVECs in den Überständen, der jeweiligen Versuchsreihen resuspendiert und 
anschließend in einer Dichte von 5 x 104 Zellen pro 200 µl auf die Matrigel-beschichtete 48-
Well-Platte ausgesät: 
Abb. 12. Schematische Darstellung eines Tranfektions-Assays. Ausschnitt aus einer 
48-Well-Platte; Endvolumen 300 µl (270 µl serumfreies DMEM + 30 µl Stimulans); 
Vehikel 0,1% DMF (A1-A4 C1-C4 E1-E4), Cisplatin 1 µM (B1-B4 D1-D4 F1-F4); n = 4 
Experimente. 
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1.  Indirekte Stimulation (s. Abb. 17): 
Vehikelkontrolle (serumfreies DMEM-Medium und 0,1% DMF); konditionierte 
Medien Vehikel- oder Cisplatin-behandelter-A549-, H358- oder BEAS2-2B-Zellen 
(0,01; 0,1; 1 µM Cisplatin) 
 
 
2. Direkte Stimulation (s. Abb. 15): 
Vehikelkontrolle (serumfreies DMEM-Medium und 0,1% DMF); serumfreies 
DMEM-Medium und Cisplatin (0,01; 0,1; 1 µM) 
 
 
3. Schlüsselexperiment TIMP-1-siRNA-Knockdown (s. Abb. 19): 
Konditionierte Medien stimuliert mit Vehikel 0,1% DMF, Cisplatin 1µM, Cisplatin 
1µM und TIMP-1-siRNA, TIMP-1-siRNA, Cisplatin 1µM und non-si-, non-si 
 
Danach erfolgte eine weitere Inkubation über 2 Stunden (im Vergleich zu Ramer et al. (2014) 
mit 24 Stunden). Diese Zeit erwies sich als ausreichend, damit sich HUVECs zu geschlossenen 
Intersektionen formieren konnten. Um den Tube-Formation-Assay auszuwerten, wurden 
mikroskopische Sichtfelder des Matrigel-beschichteten Wellbodens fotografiert. Diese 
wurden nun nach röhrenartigen Strukturen, welche geschlossene Abzweigungen bildeten, 
abgesucht und gezählt. Die Auswertung wurde verblindet durchgeführt. 
 
2.2.10 Auswertung und Statistik 
 
Gruppenvergleiche wurden mit einer one-way-ANOVA und einem darauffolgenden post-hoc 
Bonferroni- oder Dunnett-Test durchgeführt. In Abb. 19 beschränkte sich die Bewertung der 
statistischen Signifikanz auf die jeweiligen Gruppen von Interesse. Vehikelkontrolle (1. 
Triplett) vs. Cisplatin-behandelte Zellen (2. Triplett) und 2. Tripletts vs. Cisplatin-behandelte 
Zellen in Anwesenheit von TIMP-1-siRNA (3. Triplett). IC50-Werte wurden berechnet durch 
eine nicht-lineare Regression von log(Inhibitor) vs. Reaktion unter Verwendung der kleinsten 
Quadrate als Anpassungsmethode in einer 4-Parameter-Berechnung mit einer variablen 
Steigung. Konzentrationen (X) wurden umgewandelt in log(X). Die nicht-lineare Regression 
wurde mit folgender Formel berechnet: Y = Unten+(Oben-Unten)/(1+10^((LogIC50-
X)*Steigung)). Oberes und unteres Plateau sind definiert als minimaler (100% Viabilität) und 
maximaler (0% Viabilität) Verlust von Viabiliät als Reaktion auf die Konzentrationen (X). Alle 
statistischen Analysen wurden mit GraphPad Prism 5.0 durchgeführt. Die Quantifizierung der 
Proteinbanden der durchgeführten Western Blots erfolgte mittels einer 
videodensitometrischen Analyse mit der Quantity One 1-D Analysis Software. 
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2.3 Proteinbiochemische Methoden 
 
2.3.1 Gewinnung der Überstände und Lysate 
 
 
Um Regulationen von TIMP-1 und MMP-2 zu ermitteln, wurden A549-, H358- und BEAS-2B-
Zellen in 48-Well-Platten mit einer Dichte von 1 x 105 Zellen pro Well ausgesät. Am nächsten 
Tag wurden die Zellen gewaschen und wie unter Abschnitt 2.2.2 und 2.2.8 beschrieben, 
stimuliert bzw. transfiziert. Nach einer 48-stündigen Inkubationszeit wurden die Überstände 
abgenommen, bei 1.300 x g für 5 Minuten zentrifugiert und für die Western-Blot-Analyse von 
TIMP-1 und MMP-2 benutzt. Die zurückgebliebenen Zellen am Boden der Wells wurden zur 
Western-Blot-Analyse von β-Aktin lysiert. Dabei wurden die Zellen gewaschen, unter dem 
Abzug getrocknet und anschließend mit einem Lysispuffer (100 µl pro Well) behandelt. Nach 
Ablösung der Zellen vom Boden der Wells wurde jeder Wellinhalt einzeln in ein 
Reaktionsgefäß überführt, dann für 30 Minuten auf Eis gelagert und dabei mehrmals 
gevortext. Danach wurden die Reaktionsgefäße in einer Zentrifuge für 5 Minuten bei 10.000 x 
g abzentrifugiert. Die Überstände wurden dann weiter zur Western-Blot-Analyse der Lysate 
benutzt. Gleiche Mengen an Protein aus Zell-Lysaten (β-Aktin) und gleiche Volumina von 
konditionierten Medien (TIMP-1, MMP-2) wurden für die anschließende Western-Blot-
Analyse verwendet. 
 
2.3.2 Bestimmung des Proteingehaltes 
 
Bevor mit der Western-Blot-Analyse begonnen werden konnte, musste der Proteingehalt der 
einzelnen Proben der Lysate bestimmt werden. Aufgrund des fehlenden Housekeeping-
Proteins in konditionierten Medien wurde die TIMP-1-Western-Blotting-Analyse der 
konditionierten Medien durch eine β-Aktin-Analyse der entsprechenden Zelllysate ergänzt, 
um eine mögliche toxische Wirkung der jeweiligen Testsubstanzen zu dokumentieren. Zur 
Bestimmung des Gesamtproteins wurde das BCATM Protein Assay Kit benutzt. Zuerst wurde 
die enthaltene BCA-Lösung (2mg/ml) mit destilliertem Wasser im Verhältnis 1:1 vermischt und 
zur Erstellung einer Eichgerade benutzt. Die Lysate wurden dann im Verhältnis 1:10 mit 
destilliertem Wasser verdünnt. Anschließend wurden die Proben der Eichgerade als 
Doppelbestimmung (10 µl pro Well) und die Proben der Lysate als Dreifachbestimmung (10 µl 
pro Well) auf eine 96-Well-Platte aufgetragen. Nun wurden Lösung A und B aus dem BCA-Kit 
im Verhältnis 50:1 gemischt und davon jeweils 200 µl zu den Proben gegeben. Nachfolgend 
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wurde die 96-Well-Platte für 30 Minuten bei 37 °C inkubiert und darauf die Extinktion mittels 
Photometer bei einer Wellenlänge von 570 nm gemessen. Aus den Extinktionswerten konnten 




Die SDS-Polyacrylamidgelelektrophorese (SDS-PAGE) stellt eine Methode dar, um Proteine 
nach ihrer Molekülgröße durch elektrophoretische Auftrennung zu sortieren. Das SDS, also 
Sodiumdodecylsulfat, übernimmt dabei die Aufgabe, die Eigenladung der Proteine mit einer 
negativen Ladung zu überdecken. Somit können die einzelnen Proteine nach Anlegung eines 
elektrischen Feldes von der negativ geladenen Kathode zur positiv geladenen Anode wandern. 
Dabei gilt je kleiner die Molekülgröße, desto schneller bewegt sich das Protein im 
Polyacrylamidgel. Am Ende des Verfahrens befinden sich also im unteren Teil die leichtesten 
Proteine im oberen Teil die Schwersten. In der Vorbereitungsphase müssen die 
Polyarylamidgele zuerst hergestellt werden. Sie bestehen aus einer Sammelgelschicht und 
einer Trenngelschicht. Im Sammelgel befinden sich kleine Aussparungen bzw. Taschen, in 
welche die Proteinproben pipettiert und angehäuft werden. Im Trenngel findet dann die 
Auftrennung nach Molekülgröße statt. Folgende Komponenten waren notwendig, um die Gele 
herzustellen (Mengenangaben bezogen auf vier Gele á 1mm): 
 
Tab. 11. Bestandteile der Polyacrylamidgele 
 
Sammelgel 1,5 M Tris (pH 8,8) 2,5 ml 
 10% (w/v) SDS  0,1 ml 
 30%/0,8% (w/v) Polyacrylamid 1,3 ml 
 TEMED 0,01 ml 
 10% (w/v) APS 0,05 ml 
 Aqua dest. 6,1 ml 
Trenngel 1,5 M Tris (pH 8,8) 5,0 ml 
 10% (w/v) SDS  0,2 ml 
 30%/0,8% (w/v) Polyacrylamid 6,6 ml 
 TEMED 0,01 ml 
 10% (w/v) APS 0,1 ml 
 Aqua dest. 8,1 ml 
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Nach der Fertigstellung wurden die Gele in einer Gelelektrophoresekammer vertikal 
aufgespannt und mit elektrolythaltigem Laufpuffer umspült. Die zu untersuchenden Proben 
wurden nun mit fünffach konzentriertem Ladepuffer, sogenannter Lämmli-Puffer, vermengt 
und für 10 Minuten bei 95 °C aufgekocht. Die Proteine wurden dadurch denaturiert, das heißt 
Wasserstoffbindungen wurden aufgebrochen und das Protein kehrt in die Primärstruktur 
zurück. Um zusätzlich Disulfidbrücken aufzuspalten, enthielt der Ladepuffer β-
Mercaptoethanol. Die Proben wurden nun vorsichtig in die Taschen des Ladegels pipettiert. 
Danach wurde eine Stromstärke von 15 mA pro Gel angelegt, nachdem die Proben das 
Trenngel erreicht haben, wurde die Stromstärke auf 25 mA pro Gel erhöht. In eine Tasche 
neben den zu untersuchenden Proben wurde ein Lauffrontmarker (Prestained Broad Range 
Marker, Bio-Rad) eingebracht. So konnte man die verbleibende Laufzeit abschätzen, je 
nachdem welches Protein und welche Proteingröße untersuchte wurde.  
 
2.3.4 Western Blot 
 
Um die Proteine, die sich bei der SDS-PAGE nach Größe aufgetrennt haben, nun auf eine 
Membran zu übertragen und später sichtbar zu machen, benötigt es ein weiteres Verfahren, 
den Western Blot. Dazu werden die Polyacryamidgele aus der Gelelektrophoresekammer 
entfernt und anschließend auf eine Nitrozellulosemembran gelegt. Zusammengespannt, Gel 
zur negativ geladenen Kathode und Membran zur positiv geladenen Anode, werden beide 
wieder vertikal in eine Blot-Kammer eingesetzt und wiederum mit elektrolythaltigem 
Laufpuffer umspült. Dabei muss besonders darauf geachtet werden, dass sich keine Luftblasen 
zwischen Gel und Membran befinden. Nach Anlage eines elektrischen Feldes werden die 
immer noch durch das SDS negativ geladenen Proteine vom Gel auf die Membran übertragen. 
Die Proteine bleiben aufgrund von hydrophoben Wechselwirkungen an der 
Nitrozellulosemembran haften. Für zwei Stunden wurde eine Stromstärke von 200 mA pro Gel 
angelegt. Da bei diesem Verfahren viel Wärme entsteht, wurde die Blot-Kammer im Eisbad 
abgekühlt. 
 
2.3.5 Immundetektion und Chemilumineszenz-Analyse 
 
Um die auf die Membran übertragenen Proteine sichtbar zu machen, wurde eine spezifische 
Antigen-Antikörper-Bindung benutzt. Ein spezifischer Primärantikörper bindet dabei an das 
Epitop des zu untersuchenden Proteins, der fc-Anteil des Primärantikörpers bindet daraufhin 
Material und Methoden 
 
37 
an einen spezifischen Sekundärantikörper. Der Sekundärantikörper hat nun seinerseits an 
seinem fc-Anteil ein Reporterenzym gebunden, die sogenannte horseradisch peroxidase (HRP). 
Im nächsten Schritt wird das Chemilumineszenz-Kit (ECL-Kit) hinzugegeben. Die Peroxidase 
oxidiert nun das darin enthaltene Luminol. Das entstehende Produkt ist chemilumineszierend 
und kann mit einer sehr lichtempfindlichen Kamera (ChemiDoc) detektiert werden. 
Die Nitrozellulosemembran wurde also nach dem zweistündigen Blotvorgang für eine 
Stunde in einer 5%-igen Milchpulverlösung gebadet. So konnte sichergestellt werden, dass 
freie Proteinbindungsstellen auf der Membran blockiert sind und falsch-positive 
Antikörperbindungen ausbleiben. Danach wurde die Membran zweimal für 10 Minuten mit 
TBS-T gewaschen. Nach dem Waschvorgang erfolgte eine Inkubation über Nacht bei 4 °C mit 
einem Primärantikörper, aufgelöst in 1%-igem Milchpulver. Am nächsten Tag wurde die 
Membran wiederum zweimal für 10 Minuten mit TBS-T gewaschen und anschließend mit dem 
Sekundärantikörper, aufgelöst in 1%-igem Milchpulver, für eine Stunde bei Raumtemperatur 
inkubiert. Nun folgte ein letzter Waschgang mit TBS-T. Währenddessen wurde die Lösungen 
des ECL-Kits unter Lichtausschluss vermengt. Die fertig gewaschene Membran wurde in die 
Geldokumentationsanlage (ChemiDoc) eingelegt und mit dem ECL-Kit benetzt. Die Banden 
der zu untersuchenden Proteine leuchteten nun auf und konnten durch die Kamera digital 
dokumentiert werden.  
 
Abb. 13. Schematische Darstellung der Immundetektion. Ein spezifischer Primärantikörper 
setzt am Epitop des Zielproteins an und wird wiederum von einem spezifischen 
Sekundärantikörper an seinem fc-Anteil gebunden. Der Sekundärantikörper hat eine 
Horseradish Peroxidase an dessen fc-Anteil gebunden, der nun Luminol oxidiert und so 
Chemilumineszenz verursacht. 
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2.3.6 Konservierung von Membranen 
 
Nach der Chemilumineszenz-Analyse wurden die untersuchten Membranen mit einem Glycin-
Strip-Puffer für zweimal 20 Minuten bei Raumtemperatur inkubiert. Anschließend mit TBS-T 
gewaschen und nochmal für 1 Stunde in 5%-iger Milchpulverlösung gebadet. Danach erfolgte 
eine Trocknung der Membranen bei Raumtemperatur und anschließend eine Asservierung in 
einer speziellen Plastikfolie. Durch diesen Prozess wurden die Antikörper-Protein-Bindungen 
gelöst und die Membran für eine spätere erneute Immundetektion eines anderen Proteins 
konserviert.  
 
2.3.7 Polymerase-Kettenreaktion (PCR) 
 
Um die Induktion eines Proteins auf mRNA-Ebene, also zwischen Transkription und 
Translation, zu untersuchen, ist die Polymerase-Kettenreaktion die Methode der Wahl (im 
Speziellen quantitative real-time reverse transcriptase PCR). Die quantitative Analyse von 
TIMP-1-mRNA wurde nach vorbeschriebenem Beispiel (Hinz, Rosch, Ramer, Tamm, & Brune, 
2005) mit leichten Modifikationen durchgeführt. Das Prinzip der qRT-PCR beruht auf 
Fluoreszenz-Messungen, welche simultan zum PCR-Zyklus durchgeführt werden. Dabei steigt 
die Fluoreszenz proportional zur Anzahl der PCR-Produkte, in unserem Fall der TIMP-1-mRNA. 
Auf einer 24-Well-Platte wurden 2,5 x 104 Zellen pro Well in DMEM-Komplettmedium (10% 
FCS) ausgesät. Nach 24 Stunden wurden die Zellen gewaschen und wie in Abschnitt 2.2.2 
beschrieben mit Cisplatin (0,01 µM; 0,1 µM; 1 µM) stimuliert. Nach 8, 24 und 48 Stunden 
wurde die TIMP-1-mRNA gemessen. Die Gesamt-RNA wurde mit dem RNeasy Mini Kit (Qiagen 
GmbH) isoliert. TIMP-1-mRNA-Spiegel und β-Aktin (interner Standard) wurden durch die qRT-
PCR unter Verwendung des TaqMan® RNA-to-CTTM 1-Step-Kit und TaqMan®-Gene-









3.1 Einfluss von Cisplatin auf die Viabilität von Lungenkarzinomzellen und 
Nicht-Tumor-Epithelzellen  
 
Die ersten Experimente wurden durchgeführt, um die Toxizität von Cisplatin gegenüber den 
verwendeten Zelllinien A549-, H358- und BEAS-2B zu bestimmen. Ziel dabei war es, 
nichttoxische Konzentrationen von Cisplatin zu ermitteln, um in nachfolgenden Experimenten 
eine mögliche Beeinflussung der Angiogenese durch toxische Substanzwirkungen 
auszuschließen. Die Zellen wurden hierbei mit einer Konzentration von 1 x 10-3 µM (A549, 
H358) oder 1 x 10-2 µM (BEAS-2B) bis 30 µM Cisplatin stimuliert und für 48 Stunden inkubiert. 
Anschließend wurde die Viabilität mittels WST-1-Tests ermittelt. Die Inkubationszeit von 48 
Stunden wurde ausgewählt, da sich diese Zeitspanne laut Ramer et al. (2014) als ausreichend 
erwies, um durch konditioniertes Medium von A549-, H358- und BEAS-2B-Zellen die 
Migration, Viabilität und Tubulogenese von HUVECs zu induzieren.   
Nach Auswertung des Viabilitäts-Assays zeigte sich, dass Cisplatin erhebliche toxische 
Effekte auf A549- und H358-Lungenkarzinomzellen hat, die bereits bei Konzentrationen von 3 
μM (A549-Zellen) und 10 μM (H358-Zellen) statistisch signifikant waren (Abb. 14A, 14B). Auch 
die Zellmorphologie wurde gravierend beeinflusst. Bei A549-Zellen, die 10 oder 30 μM 
Cisplatin für 48 Stunden ausgesetzt waren, zeigten sich charakteristische Merkmale der 
Apoptose wie membrane blebbing (Bläschenbildung) sowie viele floating-cells (sich vom 
Boden ablösende Zellen) (Abb. 14A, rechts). Bei Konzentrationen von Cisplatin ≤ 1 μM zeigten 
sich jedoch keine signifikanten toxischen Effekte gegenüber A549- und H358-Zellen (Abb. 14A, 
14B). Die IC50-Werte von Cisplatin in Bezug auf die Viabilität von A549- und H358-Zellen 
betrugen 11,3 µM bzw. 17,8 µM. Es stellte sich heraus, dass die Zelllinie BEAS-2B (Nicht-
Tumorzellen aus humanem bronchialem Epithelgewebe) mit einem IC50-Wert von 2,35 µM 
noch empfindlicher gegenüber der toxischen Wirkung von Cisplatin ist. Die mittlere 
inhibitorische Konzentration, kurz IC50, ist ein Maß für die Wirkstärke, mit der eine Substanz 
einen biochemischen Stoff (z.B. ein Enzym) bzw. die von ihm abhängige biochemische 





































Abb. 14. Einfluss von Cisplatin auf die Viabilität von Lungenkarzinomzellen und Nicht-Tumor-
Epithelzellen. Die Viabilität von A549 (A)-, H358 (B)- und BEAS-2B-Zellen (C) wurde durch einen 
WST-Assay bestimmt. Zuvor wurden die Zellen mit Vehikel oder den angegebenen 
Konzentrationen von Cisplatin in serumfreiem DMEM-Medium stimuliert und für 48 Stunden 
inkubiert. Die Bilder oben rechts zeigen A549-Zellen nach einer 48-stündigen Inkubation mit den 
jeweils angegebenen Cisplatin-Konzentrationen. Der Prozentsatz der Kontrolle stellt den 
Vergleich mit Vehikel behandelten Zellen (als 100% festgelegt) in Abwesenheit von Cisplatin dar. 
Die angegebenen Werte sind der Mittelwert ± SEM von n = 18-20 (A, B) oder n = 21 (C). ** p 






3.2 Einfluss von Cisplatin auf Migration, Viabilität und Tubulogenese von 
HUVECs 
 
Im Anschluss an die Experimente zur Cisplatin-Toxizität folgten Versuche, um den direkten 
Einfluss von Cisplatin auf das Migrationsverhalten, die Viabilität und Tubulogenese von 
humanen umbilikalen Venenendothelzellen (HUVEC) zu ermitteln. HUVECs wurden mit 
Cisplatin-Konzentrationen ≤ 1 μM (0,01; 0,1; 1) stimuliert und für 24 Stunden inkubiert. Auch 
dieses Behandlungsprotokoll wurde aufgrund kürzlich veröffentlichter Forschungsergebnisse 
ausgewählt. Ramer et al. (2014) zufolge ist eine Inkubationszeit von 24 Stunden ausreichend, 
um die Migration und Viabilität von HUVECs, welche konditionierten Medien von 
Lungenkarzinomzellen ausgesetzt waren, zu beobachten. Als Ergebnis zeigte sich, dass das 
Migrationsverhalten und die Viabilität von HUVECs durch den direkten Einfluss von Cisplatin 
unverändert blieben (Abb. 15). Keine signifikanten Veränderungen zeigten sich ebenso bei der 
Tubulogenese von HUVECs, die 2 Stunden lang den oben angegebenen Cisplatin-
Konzentrationen ausgesetzt waren (Abb. 15). 
Abb. 15. Einfluss von Cisplatin auf das Migrationsverhalten, Viabilität und Tubulogenese von 
HUVECs. Die Migration (schwarze Balken, modifizierter Boyden-Chamber-Assay) und die 
Viabilität (weiße Balken, WST-1-Test) von HUVECs wurde nach 24-stündiger Inkubation 
gemessen, die Tubulogenese (graue Balken, Tube-Formation-Assay) von HUVECs nach 2-
stündiger Inkubation. Stimuliert wurde jeder Ansatz mit Vehikel oder den angegebenen 
Konzentrationen von Cisplatin. Der Prozentsatz der Kontrolle stellt den Vergleich mit Vehikel 
behandelten Zellen (als 100% festgelegt) in Abwesenheit von Cisplatin dar. Die angegebenen 
Werte sind der Mittelwert ± SEM von n = 3. Die statistische Analyse erfolgte mit einem one-
way-ANOVA, gefolgt von einem post-hoc-Dunnett-Test. Jedoch wurde zwischen den mit 




3.3 Einfluss von konditionierten Medien von Cisplatin-behandelten 
Lungenkarzinomzellen auf Migration, Viabilität und Tubulogenese von 
HUVECs  
 
Im nächsten Schritt wurde die Wirkung von konditionierten Medien auf HUVECs untersucht. 
Zunächst wurden A549-Zellen mit Vehikel oder Cisplatin-Konzentrationen ≤ 1 μM stimuliert 
und für 48 Stunden inkubiert. Nach 48 Stunden wurden die konditionierten Medien 
abgenommen, zur Resuspension von HUVECs verwendet und anschließend auf Transwell-
Platten zur Analyse der Migration oder auf 96-Well-Platten zur Analyse der Viabilität ausgesät. 
Die Ansätze wurden für weitere 24 Stunden inkubiert. Für die Analyse der Tubulogenese von 
in konditionierten Medien resuspendierten HUVECs, wurde eine mit Matrigel beschichtete 48-
Well-Platte benutzt und für 2 Stunden inkubiert. Ein Schema des Bewandlungsprotokolles ist 




















Abb. 16. Behandlungsprotokoll zur Quantifizierung der Wirkung von konditionierten Medien 
auf das Verhalten von Endothelzellen. Konditionierte Medien wurden durch Inkubation von 
A549-, H358- und BEAS-2B-Zellen mit einem Vehikel oder Cisplatin-Konzentrationen von 0,01 – 
1 µM hergestellt. Darauf wurden HUVECs in serumfreiem DMEM-Medium oder den zuvor 
abgenommenen konditionierten Medien der verschiedenen Zelllinien resuspendiert. Das 
Migrationsverhalten wurde in Boyden-Chamber-Assays quantifiziert. Die Viabilität wurde 
mittels WST-1-Tests festgestellt. Die Tubulogenese wurde durch die Auszählung der 
röhrenartigen Strukturen, die geschlossene Kreuzungen auf einer Matrigel-Schicht bildeten, 
ermittelt. Die Inkubationszeit für die genannten Experimente betrug 24 Stunden für Migrations- 





Es zeigte sich, dass konditioniertes Medium von mit Vehikel-behandelten A549-Zellen einen 
signifikanten Anstieg der Migration, Viabilität und Tubulogenese von HUVECs auslöste, im 
Vergleich zu HUVECs, die ausschließlich Vehikel-enthaltendem DMEM-Medium (UKM, 
unkonditioniertes Medium) ausgesetzt waren, d.h. ohne Kontakt zu Tumorzellen (Abb. 17A, 
zweites Triplett vs. erstem Triplett). Konditionierte Medien von Cisplatin-behandelten A549-
Zellen zeigten jedoch eine signifikante konzentrationsabhängige Abnahme von Migration 
(Abb. 17A, schwarze Balken)  und Tubulogenese (Abb. 17A, graue Balken, Abb. 17B)  von 
HUVECs im Vergleich zu konditionierten Medien von mit Vehikel-behandeltem A549-Zellen. 
Im Gegensatz dazu blieb die Viabilität der HUVECs praktisch unverändert (Abb. 17A, weiße 
Balken). Weiterhin wurden auch H358-Zellen demselben Behandlungs-Protokoll unterzogen, 
um einen Zelllinien-spezifischen Effekt auszuschließen. Konditionierte Medien von mit 
Vehikel-behandelten H358-Zellen verursachten ebenfalls eine signifikante Zunahme der 
Migration und Tubulogenese von HUVECs im Vergleich zu unkonditonierten Medien (Abb. 
17C, zweites Triplett vs. erstem Triplett, schwarze und graue Balken). Auch die Viabiltät der 
HUVECs wurde gesteigert, erreichte allerdings keine statistische Signifikanz (Abb. 17C, zweites 
Triplett vs. erstem Triplett, weiße Balken). Konditionierte Medien von Cisplatin-behandelten 
H358-Zellen zeigten, wie erwartet, eine signifikante konzentrationsabhängige Abnahme von 
Migration (Abb. 17C, schwarze Balken)  und Tubulogenese (Abb. 17C, graue Balken) von 
HUVECs im Vergleich zu konditionierten Medien von mit Vehikel-behandeltem H358-Zellen. 
Die HUVEC-Viabilität wurde, wie im vorherigen Versuch, von keiner der Cisplatin-




































Abb. 17. Einfluss von konditionierten Medien Cisplatin-behandelter Lungenkarzinomzellen 
auf Migration, Viabilität und Tubulogenese von HUVECs. (A) und (C) Migration (schwarze 
Balken, modifizierter Boyden-Chamber-Assay), Viabilität (weiße Balken, WST-1-Test) und 
Tubulogenese (graue Balken, Tube-Formation- Assay) von HUVECs nach Resuspendierung in 
serumfreiem Vehikel-beinhaltenden DMEM-Medium (unkonditioniertes Medium [UKM]) oder 
konditioniertem Medium von Vehikel und Cisplatin-behandelten A549-Zellen (A) oder H358-
Zellen (C). Migration und Viabilität wurden 24 Stunden nach Resuspendierung gemessen, Tube 
Formation 2 Stunden nach Resuspendierung. A549- und H358-Zellen wurden zuvor für 48 
Stunden mit Vehikel oder 0.01 μMbis 1 μM Cisplatin in serumfreiem DMEM-Medium inkubiert. 
(B) Phasenkontrastbilder der Tube Formation von HUVECs aus (A) auf einer Matrigel-Schicht 2 
Stunden nach Resuspendierung. Der Prozentsatz der Kontrolle stellt den Vergleich mit UKM (als 
100% festgelegt), serumfreies DMEM-Medium von Vehikel-behandelten HUVECs in 
Abwesenheit von Cisplatin und Krebszellen, dar. Die angegebenen Werte sind der Mittelwert ± 
SEM von n = 6 (A, Migration) und n = 3 (A, Viabilität und Tube Formation; C). **p < 0.01, ***p 
< 0.001 vs. Vehikel-beinhaltendem UKM. ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs. KM von Vehikel-




3.4 Konzentrationsabhängiger Effekt von Cisplatin auf die TIMP-1-Expression 
von A549- und H358-Zellen 
 
Nachdem in vorherigen Experimenten gezeigt wurde, dass konditionierte Medien von mit 
Cisplatin-behandelten Lungenkarzinomzellen das Migrationsverhalten sowie die 
Tubulogenese von HUVECs inhibieren, wurden nun Experimente zur genaueren 
Differenzierung des zugrundeliegenden Mechanismus durchgeführt. Laut Ramer et al. (2014) 
kommt es zur TIMP-1-Freisetzung aus Lungenkarzinomzellen im Rahmen der antiangiogenen 
Wirkung von Cannabinoiden, außerdem wurde gezeigt, dass auch Cisplatin eine TIMP-1-
Induktion in Lungenkarzinomzellen bewirkt (Ramer et al., 2007). Deshalb konzentrierten sich 
nachfolgende Experimente auf eine mögliche antiangiogene Wirkung von TIMP-1 in 
konditionierten Medien von mit Cisplatin-behandelten A549- und H358-Zellen.  
Hierzu wurden die beiden Lungenkarzinomzelllinien mit Vehikel und Cisplatin-
Konzentrationen von 0,01 µM bis 1 µM stimuliert und für 48 Stunden inkubiert. Ziel war es, 
eine wahrscheinliche Induktion von TIMP-1-mRNA sowie die Freisetzung des TIMP-1-Moleküls 
in konditionierten Medien nachzuweisen. In Übereinstimmung mit früheren Ergebnissen, die 
zeigten, dass 30 µM Cisplatin TIMP-1 in A549-Zellen induziert (Ramer et al., 2007), wurde eine 
erhöhte Freisetzung von TIMP-1 in konditionierten Medien von A549-Zellen bereits bei einer 
Konzentration von 0,01 µM Cisplatin beobachtet (Abb. 18A). Gleiches konnte mit H358-Zellen 
bestätigt werden (Abb. 18B). Auffällig dabei war, dass die TIMP-1-Proteinspiegel in 
konditionierten Medien von H358-Zellen bei 1 µM Cisplatin eine Sättigung anzeigten im 
Gegensatz zu einem konzentrationsabhängigen Anstieg bei A549-Zellen (Abb. 18B).  
Außerdem wurde von Ramer et al. (2007) gezeigt, dass die MMP-2-Expression in A549-
Zellen durch 30 µM Cisplatin praktisch nicht beeinflusst wird. Dieser Befund wurde auch bei 
Konzentrationen von 0,01 bis 1 µM Cisplatin bestätigt (Abb. 18A). In H358-Zellen gelang 
jedoch kein Nachweis von MMP-2. Real-time RT-PCR-Experimente mit Lysaten von A549- oder 
H358-Zellen zeigten eine Hochregulierung der TIMP-1-mRNA in beiden Zelllinien (Abb. 18C, 
Abb. 18D). Die Zellen wurden im Vorhinein mit Vehikel oder Cisplatin-Konzentrationen von 
0,01 bis 1 µM stimuliert und dann für 8, 24 oder 48 Stunden inkubiert. Interessanterweise 
zeigte die TIMP-1-mRNA-Induktion in beiden Zelllinien keinen konsistenten konzentrations-
abhängigen Anstieg, wahrscheinlich aufgrund der zeitlich verzögerten TIMP-1-Induktion durch 



















































Abb. 18. Konzentrationsabhängiger Effekt von Cisplatin auf die TIMP-1-Expression in A549- 
und H358-Zellen. (A) und (B), Western-Blot Analyse von TIMP-1 in konditionierten Medien von 
A549- (A) und H358-Zellen (B), die vorher für 48 Stunden mit Vehikel oder den angegebenen 
Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden. Die angegebenen Werte über den Blots sind der 
Mittelwert ± SEM und repräsentieren Änderungen der TIMP-1- und MMP-2-Proteinspiegel im 
KM im Vergleich zu mit Vehikel-behandelten Zellen (als 100% festgelegt) gemäß 
densitometrischer Analysen. Die Western-Blot-Analyse von TIMP-1 und MMP-2 im KM wurde 
durch β-Aktin-Analysen der jeweiligen Zelllysate ergänzt. (C) und (D), real-time RT-PCR-Analyse 
der von A549 (C)- und H358-Zellen (D) gewonnenen Lysate. Die Zellen wurden zuvor mit Vehikel 
oder den angegebenen Cisplatin-Konzentrationen für 8 h (graue Balken), 24 h (schwarze Balken) 
und 48 h (weiße Balken) inkubiert. Der Prozentsatz der Kontrolle stellt den Vergleich mit Vehikel- 
behandelten Zellen (als 100% festgelegt) in Abwesenheit von Cisplatin dar. Die angegebenen 
Werte sind der Mittelwert von n = 6 (A, B), n = 3–4 (C, D). *p < 0.05, **p < 0.01 vs. zugehörige 




3.5 Einfluss von konditionierten Medien von Cisplatin-behandelten 
Lungenkarzinomzellen auf die Migration, Viabilität und die Tubulogenese 
von HUVECs in Gegenwart und Abwesenheit von TIMP-1-siRNA 
 
 
Um einen Zusammenhang zwischen der Cisplatin-induzierten TIMP-1-Expression und der 
antiangiogenen Wirkung konditionierter Medien von Cisplatin-behandelten Lungen-
karzinomzellen nachzuweisen, wurden im nächsten Schritt Experimente mit Hilfe eines TIMP-
1-siRNA-Knockdowns (Verminderung der Genexpression) durchgeführt. Hierzu wurden 
HUVECs mit konditionierten Medien von Lungenkarzinomzellen resuspendiert, die vorher mit 
Vehikel oder 1 µM Cisplatin in Gegenwart oder Abwesenheit von TIMP-1-siRNA oder einer 
non-silencing-siRNA-Kontrolle behandelt wurden. Die unkonditionierten Medien (UKM) aus 
den vorherigen Experimenten, welche als Referenzgruppen dienten, wurden bei diesen 
Experimenten nicht mitgeführt. Der Grund hierfür ist, dass sie keine von Tumorzellen 
freigesetzten Komponenten enthalten und der Fokus bei diesen Experimenten auf der 
Wirkung von TIMP-1, welches von Tumorzellen freigesetzt wird, auf angiogene Prozesse der 
HUVECs liegt. Die Ergebnisse zur Migration, Viabiliät und Tubulogenese von HUVECs durch 
konditionierte Medien von Vehikel-behandelten Lungenkarzinomzellen wurden somit als 
100%-Kontrolle festgelegt. Die Ergebnisse zeigten, dass die Verminderung von Cisplatin-
induzierter TIMP-1-Expression den antimigrierenden Effekt von konditionierten Medien 
Cisplatin-behandelter Lungenkarzinomzellen auf HUVECs signifikant inhibiert (Abb. 19A, 
schwarze Balken). Zugleich bestätigte sich, dass TIMP-1 eine negative Wirkung auf die 
Tubulogenese von HUVECs besitzt (Abb. 19A, graue Balken). Im Gegensatz dazu blieb die 
Viabilität fast unverändert zur Kontrollgruppe (Abb. 19A, weiße Balken). Mit Hilfe des gleichen 
Behandlungsprotokolls wurden auch TIMP-1-Western-Blot-Analysen der konditionierten 
Medien von A549-Zellen durchgeführt. Hierbei zeigte sich eine eindeutige Verminderung der 
TIMP-1-Expression (Abb. 19B). Um einen zelllinientypischen Effekt auszuschließen, wurden 
die Experimente ebenso mit H358-Zellen durchgeführt. Hierbei zeigten sich ähnliche 
Ergebnisse. Es ergab sich eine signifikante Inhibierung der antiangiogenen Wirkung von 
konditionierten Medien Cisplatin-behandelter Lungenkarzinomzellen (Abb. 19C, schwarze 
und graue Balken). Die Viabilität veränderte sich nicht signifikant (Abb. 19C, weiße Balken). In 
den TIMP-1-Western-Blot-Analysen zeigte sich ebenfalls eine erhebliche Verminderung der 

































Abb. 19. Einfluss von konditionierten Medien Cisplatin-behandelter Lungenkarzinomzellen auf 
Migration, Viabilität und Tubulogenese der HUVECs in Gegenwart und Abwesenheit von 
TIMP-1-siRNA. A549- und H358-Zellen wurden mit Transfektionsreagenz ohne siRNA, mit TIMP-
1-siRNA oder mit non-si-siRNA für 24 h in DMEM-Komplettmedium (10% FCS) inkubiert. 
Anschließend wurden die Zellen gewaschen und mit Vehikel oder 1 µM Cisplatin für 48 Stunden 
in serumfreiem DMEM-Medium stimuliert. Die konditionierten Medien von A549 (A) und H358 
(B) wurden nach 48 h abgenommen und für den Migrations-Assay (schwarze Balken, 
modifizierter Boyden-Chamber-Assay), Viabilitäts-Assay (weiße Balken, WST-1-Test) und für die 
Quantifizierung der Tubulogenese (graue Balken, Tube-Formation-Assay) mit HUVECs 
resuspendiert. Für den Viabilitäts-Assay erfolgte eine weitere Inkubation für 24 h und für den 
Tube-Formation-Assay eine Inkubation für 2 h. Parallel wurde die TIMP-1- Freisetzung von A549- 
(B) und H358-Zellen (D) mittels Western-Blot-Analysen der konditionierten Medien überprüft. 
Die Blot-Bilder sind repräsentativ für jedes Experiment. Die angegebenen Werte über den Blots 
sind der Mittelwert ± SEM und repräsentieren Änderungen des TIMP-1-Proteinspiegel im KM im 
Vergleich zu mit Vehikel behandelten Zellen (als 100% festgelegt) gemäß densitometrischen 
Analysen. Die Western-Blot-Analyse von TIMP-1 im KM wurde durch β-Aktin-Analysen der 
jeweiligen Zelllysate ergänzt. Die angegebenen Werte sind der Mittelwert von n = 3 (A, 
Migration und Tube Formation, B, C), n = 4 (D) und n = 6 (A, Viabilität). **p < 0.01, ***p < 0.001 
vs. Vehikel-Kontrolle; ##p < 0.01, ###p < 0.001 vs. die jeweilige Cisplatin-behandelte Gruppe ohne 




3.6 Einfluss von konditionierten Medien von Cisplatin-behandelten 
bronchialen Epithelzellen BEAS-2B auf Migration, Tubulogenese und 
Viabilität von HUVECs 
 
Als abschließende Versuchsreihe der vorliegenden Arbeit wurden Nicht-Karzinomzellen dem 
gleichen Behandlungsprotokoll unterzogen. Hierzu wurde die Zelllinie BEAS-2B, die aus 
menschlichem bronchialem Epithelgewebe von Personen ohne Tumorerkrankung gewonnen 
wird (Reddel et al., 1988), benutzt. Sie wird auch als „normale Lungenepithelzelllinie“ 
bezeichnet (Amstad et al., 1988; Wan et al., 2012). Die konditionierten Medien wurden zur 
Resuspension von HUVECs verwendet und schließlich für die bereits beschriebenen 
Angiogenese-Assays oder Western-Blot-Analysen weiterverwendet.  
Konditionierte Medien von mit Vehikel-behandelten BEAS-2B-Zellen erhöhten das 
Migrationsverhalten, die Viabilität und die Tubulogenese von HUVECs im Vergleich zu 
unkonditionierten Medien (UKM), ähnlich wie konditionierte Medien von 
Lungenkarzinomzellen (Abb. 20A, zweite Triplett vs. erstes Triplett). Im Gegensatz zu den 
Experimenten mit Lungenkarzinomzellen hatten konditionierte Medien von BEAS-2B-Zellen, 
welche mit denselben Cisplatin-Konzentrationen behandelt wurden, keinen Einfluss auf die 
Migration (Abb. 20A, schwarze Balken) und Tubulogenese (Abb. 20A, graue Balken) von 
HUVECs. Die Viabilität der HUVECs blieb ebenfalls unverändert (Abb. 20A, weiße Balken). Im 
Einklang mit der angenommenen inhibitorischen Wirkung von TIMP-1 auf die Migration und 
Tubulogenese von HUVECs, erwirkte Cisplatin nach 48-stündiger Inkubation keine Änderung 
des TIMP-1-Proteinspiegels in konditionierten Medien von BEAS-2B-Zellen (Abb. 20B). Ebenso 


















Abb. 20. Einfluss von BEAS-2B-Zellen gewonnenen konditionierten Medien auf Migration, 
Viabilität und Tubulogenese der HUVECs. (A), Migration (schwarze Balken, modizierter Boyden-
chamber-Assay), Viabilität (weiße Balken, WST-1-Assay) und Tubulogenese (graue Balken, Tube-
Formation-Assay) von HUVECs nach Resuspension in serumfreiem Vehikel-beinhaltenden 
DMEM-Medium (unkonditioniertes Medium [UKM]) oder konditioniertem Medium von Vehikel 
und Cisplatin-behandelten BEAS-2B-Zellen. BEAS-2B-Zellen wurden für 48 h mit Vehikel oder 
den angegebenen Cisplatin-Konzentrationen inkubiert. Die Inkubationszeit von HUVECs betrug 
24 h in Migrations- und Viabilitäts-Assays. Die Tube Formation wurde nach einer 2-stündigen 
Exposition von HUVECs in KM gemessen. Der Prozentsatz der Kontrolle stellt den Vergleich mit 
UKM (als 100% festgelegt), serumfreies DMEM-Medium von Vehikel-behandelten HUVECs in 
Abwesenheit von Cisplatin und BEAS-2B-Zellen, dar. (B), Western-Blot-Analyse der TIMP-1- und 
MMP-2-Proteinspiegel in KM von BEAS-2B-Zellen, die entweder mit Vehikel oder den 
angegebenen Cisplatin-Konzentrationen für 48 Stunden inkubiert wurden. Die Blotbilder sind 
repräsentativ für jedes Experiment. Die angegebenen Werte über den Blots sind der Mittelwert 
± SEM und repräsentieren Änderungen der TIMP-1- und MMP-2-Proteinspiegel im KM im 
Vergleich zu mit Vehikel behandelten Zellen (als 100% festgelegt) gemäß densitometrischer 
Analysen. Die Western-Blot-Analyse von TIMP-1 und MMP-2 im KM wurde durch β-Aktin-
Analysen der jeweiligen Zelllysate ergänzt. Die angegebenen Werte sind der Mittelwert von n = 
3 (A) und n = 6 (B). **p < 0.01; ***p < 0.001 vs. die jeweilige Vehikel-Kontrolle, one-way-ANOVA 
plus post-hoc Bonferroni-Test. Statistische Analysen ergaben keine signifikanten Unterschiede 
zwischen Cisplatin-behandelter Gruppen (drittes, viertes oder fünftes Triplett) und der 
entsprechenden Vehikel-behandelten Gruppe (zweites Triplett). Aus Gründen der 
Übersichtlichkeit werden statistische Unterschiede (alle bei p <0,001) zwischen erstem, drittem, 






Aktuelle Studienergebnisse zur Wirkung von Cisplatin auf Tumorgewebe zeigen, dass durch 
antiangiogene Effekte Cisplatins maßgeblich die Tumorregression beeinflusst wird (siehe 
Abschnitt 1.3). Obwohl sich im Fokus der bisherigen Forschung die Regulierung der 
Angiogenese und die genaue Entschlüsselung der dabei beteiligten Modulatoren befanden, 
wurde eine mögliche Interaktion zwischen Tumor- und Endothelgewebe als Ausgangspunkt 
der antiangiogenen Wirkung von niedrig dosiertem Cisplatin dagegen bisher kaum 
berücksichtigt. Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit zeigen einen erstmaligen Nachweis, 
dass die durch niedrig dosiertes Cisplatin induzierte TIMP-1-Freisetzung aus nicht-kleinzelligen 
Lungenkarzinomzellen, eine Tumor-assoziierte antiangiogene Wirkung auf Endothelzellen 
bewirkt. Diese Theorie wird durch folgende Schlussfolgerungen untermauert.  
Erstens verursachten alle konditionierten Medien, die von Cisplatin-behandelten 
A549- und H358-Zellen abgenommen wurden, eine signifikante Inhibition des 
Migrationsverhaltens und der Tubulogenese von HUVECs. Zweitens führte ein TIMP-1-
Knockdown, also eine Verminderung der TIMP-1-Genexpression, in A549- und H358-Zellen zu 
einer deutlichen Abschwächung der Inhibition des Migrationsverhaltens und der 
Tubulogenese von HUVECs. Drittens basierte die antiangiogene Wirkung von Cisplatin nicht 
auf toxischen Effekten, da alle angewendeten Cisplatin-Konzentrationen (0,01 bis 1 µM) die 
Zellviabilität nicht beeinflussten. Viertens kann die antiangiogene Wirkung von Cisplatin 
ebenso nicht auf eine direkte Beeinflussung der Endothelzellen durch Cisplatin hervorgerufen 
werden. Direkter Kontakt von HUVECs mit Cisplatin (0,01 bis 1 µM) hatte entsprechend keinen 
Einfluss auf das Migrationsverhalten, die Zellviabilität und die Tubulogenese von HUVECs. 
Schließlich konnte gezeigt werden, dass Cisplatin in humanen bronchialen Epithelzellen 
(BEAS-2B Zellen) keine TIMP-1-Freisetzung induziert und somit kein antiangiogener Effekt von 
konditionierten Medien auf HUVECs zu beobachten war. Die antiangiogene Wirkung von 
Cisplatin bei Konzentrationen von ≤ 1 µM scheint sich daher auf Tumorgewebe zu 
beschränken. 
Die ausbleibende antiangiogene Wirkung auf HUVECs durch direkte Stimulierung mit 
Cisplatin bei Konzentrationen von ≤ 1 µM in den Experimenten der vorliegenden Arbeit deckt 
sich mit den Forschungsergebnissen von Muscella et al. (2016) und Yang et al. (2016). Dagegen 
kann ein antiangiogener Effekt höherer Cisplatin-Konzentrationen im verwendeten 




von Cisplatin auf HUVECs bei Konzentrationen > 1 µM finden sich sehr unterschiedliche Daten 
in der Literatur.  
Einerseits gibt es Ergebnisse, die ebenso keinen Effekt auf die In-vitro-Angiogenese bei 
Cisplatin-Konzentrationen von 10 µM beschreiben (Bijman et al., 2006). Zudem zeigten auch 
In-vivo-Ergebnisse aus Experimenten mit transplantierten Ovarialkarzinomzellen bei 
Nacktmäusen keine signifikante Abnahme von Tumorgröße oder Gefäßdichte bei einer 
verabreichten Dosis von 4 mg/kg KG Cisplatin (Li et al, 2002). Andererseits kamen Muscella et 
al. (2016) zu einem gegensätzlichen Ergebnis. Hierbei verursachte die direkte Stimulation von 
HUVECs mit einer Cisplatin-Konzentration von 10 µM eine reduzierte Zellviabilität (IC50 = 2,35 
µM), eine Inhibition der HUVEC-Migration sowie eine verringerte Aktivität von MMP-1 und 
MMP-2. In einer weiteren Studie, in der eine noch höhere Konzentration von Cisplatin 
verwendet wurde (80 µM), zeigte sich ebenso eine verminderte HUVEC-Migration, die 
außerdem mit einer verringerten MMP-Aktivität assoziiert war (Montiel et al., 2009).  
Allerdings sind Zweifel an der klinischen Relevanz von Daten, welche durch In-vitro-
Cisplatin-Stimulationen mit bis zu 100 µM gewonnen wurden, angezeigt. So fanden 
Himmelstein et al. (1981) heraus, dass es bei einer intravenösen Gabe der MTD (Maximum 
Tolerated Dose) von Cisplatin, also 100 mg/m2, zu einem Peak-Plasmaspiegel von ungefähr 10 
µM ungebundenem Cisplatin kommt. Die Halbwertszeit von Cisplatin liegt hierbei unter einer 
Stunde. Die Stimulation von Zellen mit der zehnfachen Menge der MTD erscheint somit wenig 
sinnvoll.  
Zusammenfassend kann man festhalten, dass es wahrscheinlich ist, dass 
unterschiedliche Versuchsansätze der jeweiligen Forscherteams die Divergenz der direkten 
Cisplatin-Wirkung auf Endothelzellen verursachen. Dabei scheint unter anderem wichtig zu 
sein, welcher Typ von Endothelzellen in den Experimenten benutzt wird. Kumar et al. (2005) 
verwendeten z.B. VEGF-stimulierte HDMEC-Zellen (human dermal microvascular cells) in einer 
Studie zur Wirksamkeit von Kombinationstherapien gegen Tumorerkrankungen. Dabei stellte 
sich heraus, dass bereits eine Konzentration von 1 µM Cisplatin signifikante toxische 
Reaktionen bei den HDMEC-Zellen auslöste. Dursun et al. (2006) verwendeten MS1-Zellen 
(mouse endothelial pancreatic islet cells) in einer Studie zu Cisplatin-induzierter 
Endothelzellnekrose. Die Autoren stellten fest, dass der Anteil an apoptotischen 
Endothelzellen bei einer In-vitro-Stimulation mit 10 µM Cisplatin am höchsten ist. Um toxische 
Reaktionen bei HUVEC-Zellen in den Experimenten der vorliegenden Arbeit zu verhindern, 




wurde herausgefunden, dass die Stimulation mit 1 µM Cisplatin noch keine signifikanten 
toxischen Effekte verursachte.  
Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit legen nahe, dass TIMP-1 eine wichtige Rolle in 
antiangiogenen Prozessen spielt. Diese Theorie deckt sich mit den Daten zur Rolle von TIMP-
1 bei der Angiogenese, die in den letzten Jahrzehnten publiziert wurden. Bereits in den 1990er 
Jahren beschrieben Johnson et al. (1994) eine verringerte Aktivierbarkeit von Endothelzellen 
durch TIMP-1 in einem In-vivo-Angiogenese-Assay. Laut Ikenaka et al. (2003) inhibiert TIMP-1 
das Tumorwachstum und die Angiogenese bei zuvor mit Ehrlich-Tumorzellen transplantierten 
Mäusen. Ramer et al. (2014) fanden heraus, dass Cannabinoide durch die Freisetzung von 
TIMP-1 aus nicht-kleinzelligen Lungenkarzinomzellen antiangiogen wirken. Auf welche Art und 
Weise TIMP-1 antiangiogen wirkt, ist allerdings bis heute nicht vollständig geklärt.  
Naheliegend scheint dabei die Theorie, dass TIMP-1 über die Inhibierung von MMPs 
die Migration von Endothelzellen negativ beeinflusst und somit antiangiogen wirkt. Montiel 
et al. (2009) konnten diesen Effekt, wie bereits beschrieben, bei zuvor mit Cisplatin 
behandelten HUVECs feststellen. Morikawa et al. (1995) beschreiben ebenfalls einen 
inhibitorischen Effekt von Cisplatin auf die MMP-2-Aktivität in kleinzelligen 
Lungenkarzinomzellen der Zelllinie Lu-135. Eine MMP-2-Downregulation in Glioblastomzellen 
durch Stimulation mit 25 µM Cisplatin wurde ebenso von Chintala et al. (1997) nachgewiesen. 
Als weiteres mögliches Target der TIMP-1-Induktion käme auch MMP-9 infrage. 
Sanceau et al. (2003) konnten durch MMP-9-Knockout entsprechend in Ewing-Sarkom-Zellen 
einen zellulären Wechsel von Migrationsphase zu einer stationären Phase nachweisen. Das 
Fehlen von proMMP-9 soll hierbei zu einer vermehrten Zelladhäsion durch die Stabilisierung 
des E-cadherin/-β-catenin-Komplexes und einer Paxillin/RhoA-abhängigen 
Zytoskelettumstrukturierung führen. 
Es mehren sich jedoch auch Studienergebnisse, welche eine von der MMP-Inhibition 
unabhängige TIMP-1-Wirkung nahelegen. Chesler et al. (1995) beschreiben, dass die 
stimulierende Wirkung von TIMP-1 auf erythroide Vorläuferzellen unabhängig von der 
Inhibition von MMPs geschieht. Chirco et al. (2006) berichten in einem Übersichtsartikel unter 
anderem über TIMP-interagierende Zelloberflächenproteine und geben Aufschluss über die 
molekularen Mechanismen der MMP-unabhängigen TIMP-Regulation von Zellproliferation 
und Angiogenese während des Tumorwachstums. Dabei erwähnen sie unter anderem eine 
Studie von Ritter et al. (1999) über einen möglichen TIMP-1-Rezeptor in MCF-7-Zellen des 




konnten sie nachweisen, dass TIMP-1 an die Zelloberfläche bindet und in den Zellkern 
transloziert. Auch Stetler-Stevenson (2008) geht von einer multifunktionalen Wirkweise von 
TIMPs aus.  
Brew und Nagase (2010) fassen zusammen, dass TIMPs verschiedene biologische 
Aktivitäten besitzen, einschließlich die Modulation der Zellproliferation, der Zellmigration und 
-invasion, der Anti-Angiogenese, der Anti- und Proapoptose sowie der synaptischen 
Plastizität. Ein Teil der Aktivitäten wird durch die Inhibition von MMPs vermittelt. Der restliche 
Teil erfolgt unabhängig der MMP-Inhibition, beispielsweise durch eine direkte Interaktion mit 
spezifischen Zelloberflächenrezeptoren. Die MMP-unabhängige Wirkung von TIMP-
Molekülen wurde durch synthetische MMP-Inhibitoren und TIMP-Mutanten, welche MMPs 
nicht inhibieren, nachgewiesen. Diese lösten dieselben Aktivitäten wie ihre intakten 
Gegenstücke aus. 
 Die Wirkung von Cisplatin auf die MMPs in Krebszellen ist uneinheitlich. In einer Studie 
von Ramer et al. (2007) hatte die Stimulation von Zervixkarzinomzellen (HeLa; C33A) und 
Lungenkarzinomzellen (A549) mit 30 µM Cisplatin keinen Einfluss auf die MMP-2- und MMP-
9-Expression. Diese Erkenntnis lässt sich mit den Ergebnissen der vorliegenden Arbeit 
vereinbaren. Andererseits fanden Shen et al. (2010) in In-vivo-Experimenten mit 
Leberkrebszellen von Nagetieren heraus, dass eine Therapie mit nichttoxischen und 
regelmäßigen Cisplatin-Dosen zu verringerten MMP-2- und VEGF-Spiegeln führte.  
Aufgrund der vielschichtigen Mechanismen der Tumorangiogenese (Bergers & 
Benjamin, 2003) erscheinen zusätzliche Cisplatin-induzierte antiangiogene Effekte 
unabhängig des MMP-/TIMP-Systems durchaus wahrscheinlich. Laut Li et al. (2014) ist eine 
verminderte VEGF-Expression mitverantwortlich für die antiangiogene Wirkung von Cisplatin 
bei Mäusen mit transplantierten humanen Ovarialkarzinomzellen. Weiterhin konnten Geng et 
al. (2014) nachweisen, dass verringerte Spiegel von VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor) 
und HIF-1α (Hypoxie-induzierter Faktor 1α) im Zusammenhang mit einer durch Cisplatin 
ausgelösten verringerten Gefäßdichte in einem Lewis-Lungenkarzinom-Modell stehen. HIF-1α 
ist ein Transkriptionsfaktor, der bei Sauerstoffunterversorgung (Hypoxie) der Zelle 
ausgeschüttet wird und im Zusammenspiel mit VEGF für die Bildung neuer Gefäße 
mitverantwortlich ist. Die potenzielle Wirkung von Cisplatin über den HIF-1α/VEGF-Signalweg 
konnten auch Lee und Wu (2015) bei Lungenkarzinomzellen, welche einen mutierten EGF-




Allerdings gibt es auch Studienergebnisse, die eine Involvierung eines verminderten VEGF-
Spiegels bei der antiangiogenen Wirkung von Cisplatin nicht bestätigen konnten. Zum einen 
therapierten Ma et al. (2010) A549-xenotransplantierte Mäuse mit einer LDM-Cisplatin-
Chemotherapie und verabreichten gleichzeitig eine VEGF-small hairpin RNA (shRNA), welche 
die VEGF-Expression ausschaltete. Nach dieser Kombinationstherapie konnte eine reduzierte 
Tumorneovaskularisation festgestellt werden, welche nicht durch eine Veränderung im VEGF-
Spiegel zurückgeführt werden kann. Des Weiteren konnten Tas et al. (2008) keine veränderten 
VEGF-Serumspiegel bei Patienten, welche bei fortgeschrittenem nicht-kleinzelligem 
Lungenkarzinom eine LDM-Chemotherapie mit Cisplatin erhalten hatten, feststellen. In der 
vorliegenden Studie sind Untersuchungen zur Regulation von VEGF durch Cisplatin jedoch 
noch nicht adressiert worden. 
 Zur In-vivo-Wirksamkeit von Cisplatin und dessen antiangiogenen Effekte existieren 
ebenfalls widersprüchliche Daten. So konnten Coxon et al. (2012) weder eine Reduzierung der 
Tumorgröße noch eine verringerte Gefäßdichte bei H358-xenotransplantierten Mäusen 
feststellen, welche zuvor einmal wöchentlich mit einer Dosis von 5 mg/kg KG Cisplatin 
behandelt wurden. Diese Erkenntnis scheint sich nicht mit den In-vitro-Ergebnissen der 
vorliegenden Arbeit derselben Zelllinie zu vereinbaren. Grund für die ausbleibende In-vivo-
Wirkung von Cisplatin könnte die kurze Halbwertszeit von Cisplatin sein − begünstigt durch 
die verabreichte Dosis − sowie den Zeitplan der Medikamentengabe (Himmelstein et al., 
1981). Kong et al. (2005) therapierten Ratten, bei denen im Vorhinein mittels Nitrosamin 
Blasenkrebs induziert wurde, ebenfalls mit Cisplatin. Die Versuchstiere erhielten zweimal pro 
Woche eine Dosis von 0,25 mg/kg KG. Auch hier zeigte sich keine Inhibition der 
Tumorangiogenese. Weiterhin behandelten Kumar et al. (2005) Mäuse an Tag 2, 3 und 10 des 
Versuchsaufbaus mit einer Cisplatin-Dosis von 5 mg/kg KG. Den Mäusen wurde zuvor ein 
Gemisch aus oralen Plattenepithelkarzinomzellen und Endothelzellen auf einer 
Matrigelschicht ins Hinterglied implantiert. Nach 14 Tagen zeigte sich kein antiangiogener 
Effekt.  
Im Gegensatz zu den bisher beschriebenen In-vivo-Ergebnissen, steht eine Studie von 
Rattan et al. (2011). Hierbei reichte eine wöchentlich verabreichte Dosis von 4 mg/kg KG 
Cisplatin für eine Reduzierung der Tumorangiogenese. Versuchstiere waren hierbei Mäuse mit 
xenotransplantierten Ovarialkarzinomzellen. Zudem fanden Bai et al. (2009) positive 
Ergebnisse in Bezug auf antiangiogene Effekte von niedrig dosiertem Cisplatin bei LLC-




antiangiogene Wirksamkeit von Cisplatin in vivo von der verabreichten Dosis, der 
Verabreichungshäufigkeit, dem Krebstyp sowie von Besonderheiten im Versuchsaufbau 
abhängig zu sein.  Weiterführende Studien hierzu sollten zur einheitlichen Beurteilung der 
Cisplatin-Wirkung in vivo auf die Angiogenese von Lungentumoren In-vivo-Modelle mit in die 
experimentellen Ansätze einbeziehen.  
Wie bereits beschrieben besitzt die herkömmliche Chemotherapie mit Cisplatin, d.h. 
die Verabreichung von hohen Dosen und die damit einhergehenden notwendigen 
regenerativen Pausen zwischen den Sitzungen, ein weites Spektrum an schweren 
Nebenwirkungen. Um diese zu vermeiden, haben LDM-Chemotherapien in letzter Zeit an 
Aufmerksamkeit gewonnen. So könnte die LDM-Chemotherapie, welche auf die Inhibierung 
der Tumorneovaskularisation zielt und gesundes Gewebe ausspart, eine effektive und sichere 
Methode darstellen, um Krebs zu behandeln (Kerbel & Kamen, 2004). Die genauen 
Wirkmechanismen werden derzeit intensiv untersucht. In den Fokus rückt dabei auch die 
Behandlung von arzneimittelresistenten Krebsarten (Munoz et al., 2005). Die Daten der 
vorliegenden Arbeit zeigen die antiangiogenen Effekte von niedrig dosierten Cisplatin-
Konzentrationen. Zudem wird belegt, dass sich Cisplatin schon in niedrigen Dosierungen 
toxisch gegenüber Nicht-Krebszellen (BEAS-2B) verhält, weshalb es zusätzlich sinnvoll ist, Low-
Dose-Metronomic-Chemotherapien intensiv zu erforschen, um schwere Nebenwirkungen 

















Die Ergebnisse der vorliegenden Arbeit deuten zusammengefasst darauf hin, dass eine 
vermehrte Freisetzung von TIMP-1 aus Lungenkarzinomzellen durch niedrig dosiertes 
Cisplatin, die angiogenen Kapazitäten von Endothelzellen deutlich reduziert. Bei gesunden 
Körperzellen konnte keine Induktion von TIMP-1 und somit auch keine Einschränkung der 
angiogenen Fähigkeiten von Endothelzellen beobachtet werden. Diese durch die subtoxischen 
Konzentrationen von Cisplatin ausgelöste Veränderung der Zell-Zell-Kommunikation zwischen 
Tumor- und Endothelzellen, welche eine Verringerung angiogener Eigenschaften von 
Endothelzellen zur Folge hat, stellt einen bislang unbekannten Mechanismus dar, der eine 
erste mechanistische Erklärung für die antiangiogene Wirkung von LDM-Therapien mit 












Abb. 21. Zusammenfassende Darstellung der Wirkung von Cisplatin auf das 
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°C Grad Celsius 
Abb. Abbildung 
APS Ammoniumpersulfat 
Aqua dest. Aqua destillata 
BCA Bicinchoninic acid (Bicinchoninsäure) 
BEAS-2B humane Bronchialepithelzellen aus gesundem Gewebe 
cm2 Quadratzentimeter 
CO2 Kohlenstoffdioxid 




FCS Fetal Calf Serum (Fetales Kälberserum) 




HEPES 2-(4-(2-Hydroxyethyl)- 1-piperazinyl)-ethansulfonsäure 
HUVEC human umbilical vein endothelial cells (humane Umbilikalvenen 
Endothelzellen) 
IC50 half  maximum  inhibitory  concentration 
(halbmaximale Hemmkonzentration) 
IgG Immunglobulin G 
KCl Kaliumchlorid 
























NSCLC non-small cell lung cancer 





RNA Ribonucleic acid (Ribonukleinsäure) 
rpm Umdrehungen pro Minute 
SDS Sodiumdodecylsulfat 
shRNA small hairpin RNA 
siRNA small interfering RNA 
Tab. Tabelle 
TBS Tris-buffered saline 
TBS/T Tris-buffered saline mit Tween®20 
TEMED N,N,N’,N’-Tetramethylethylenediamine 
TIMP-1 Tissue inhibitor of matrix metalloproteinases-1 
Tris Tris-(hydroxymethyl)-aminomethane 
Tween®20 Polyethylen Sorbitan Monolaurat 
U Unit (Einheit) 
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Zusätzlich zur Hemmung der Krebszellproliferation und des Tumorwachstums wurde gezeigt, 
dass Cisplatin in niedrigen Dosierungen die Tumorangiogenese hemmt. Der zugrunde liegende 
Mechanismus ist noch nicht entschlüsselt. Die Experimente der vorliegenden Dissertation 
befassen sich daher mit der antiangiogenen Wirkung von Cisplatin durch eine potenzielle 
Kommunikation zwischen Tumor- und Endothelzellen. Zu diesem Zweck wurden humane 
umbilikale Venenendothelzellen (HUVEC) konditionierten Medien (KM) von 
Lungenkarzinomzellen (A549- und H358-Zellen) ausgesetzt und anschließend in Migrations- 
und Tubulogenese-Assays untersucht.  
 
Alle konditionierten Medien, die von Cisplatin-behandelten A549- und H358-Zellen 
abgenommen wurden, verursachten eine signifikante Inhibition des Migrationsverhaltens und 
der Tubulogenese von HUVECs. 
 
Eine Verminderung der TIMP-1-Genexpression mittels siRNA-Transfektionen in A549- und 
H358-Zellen führte zu einer deutlichen Abschwächung der Inhibition des Migrationsverhaltens 
und der Tubulogenese von HUVECs in konditionierten Medien. 
 
Die antiangiogene Wirkung von Cisplatin kann nicht auf toxischen Effekten beruhen, da alle 
angewendeten Cisplatin-Konzentrationen (0,01 bis 1 µM) die Zellviabilität von Tumor- oder 
Endothelzellen nicht beeinflussten.  
  
Die antiangiogene Wirkung von Cisplatin kann ebenso nicht auf eine direkte Beeinflussung der 
Endothelzellen durch Cisplatin hervorgerufen werden. Direkter Kontakt von HUVECs mit 
Cisplatin (0,01 bis 1 µM) hatte keinen Einfluss auf das Migrationsverhalten, die Zellviabilität 
und die Tubulogenese von HUVECs.  
 
Es konnte gezeigt werden, dass Cisplatin in humanen bronchialen Epithelzellen (BEAS-2B 
Zellen) keine TIMP-1-Freisetzung induziert und somit kein antiangiogener Effekt von 
konditionierten Medien auf HUVECs zu beobachten war. Die antiangiogene Wirkung von 
Cisplatin bei Konzentrationen von ≤ 1 µM scheint sich daher nur auf die Mikroumgebung von 
Tumorzellen zu beschränken. 
